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RESUMEN

Los minerales arcillosos son utilizados frecuentemente en productos farmacéuticos
como excipientes o sustancias activas. La interaccién de un principio activo con el mineral
puede influir sobre la liberacion y estabilidad del compuesto, determinando su
biodisponibilidad. El conocimiento de los aspectos quimicos de los complejos principio
activo-mineral arcilloso y los modos de adsorcion y desorciéon constituyen una importante
contribucion en la formulacién de sistemas de liberacion modificada de sustancias basados
en arcillas. Por otra parte, en los ultimos afnos ha recibido especial atencion el estudio de
las consecuencias de la distribucion de antibioticos en el medio ambiente, como
consecuencia de su amplia utilizacién como preventivo y en el tratamiento de diversas
infecciones, y la necesidad de desarrollar tecnologias para el control de la contaminacion.
Solo recientemente los minerales arcillosos han sido utilizados para estos fines, a pesar de
su amplia distribucién en suelos y sedimentos y su elevada capacidad adsorbente.

En este trabajo de tesis se estudi6 la adsorcién de antibidticos de la familia de las
tetraciclinas sobre montmorillonita bajo diferentes condiciones experimentales mediante
espectroscopia UV-visible, dicroismo circular, ATR-FTIR, difraccibn de rayos X y
experiencias en “batch” y modelado teérico. Se evaluo también la capacidad de los
complejos de adsorcién antibiético-montmorillonita para inhibir el crecimiento de bacterias
de Escherichia coli. Los resultados obtenidos por métodos espectroscopicos sugieren
importantes interacciones entre diversos grupos funcionales del antibiético y la superficie
del mineral. El aumento en el espaciado basal observado en los diagramas de rayos X
revelan que las moléculas se encuentran intercaladas en el espacio intercapa de la
montmorillonita. A partir de las experiencias en batch se observé que la adsorcién de
tetraciclina (TC) sobre montmorillonita depende del pH, fuerza idnica y cation de
intercambio del mineral. La cantidad de TC adsorbida alcanza valores cercanos a la
capacidad de intercambio del mineral a valores de pH menores a 4, donde prevalece la
especie cationica de TC, y luego disminuye al aumentar el pH. Los resultados
experimentales y el modelo utilizado sugieren que en la adsorcion de TC sobre
montmorillonita no sé6lo intervienen las especies cationicas sino también neutras y
monoanionicas. Ademas de fuertes interacciones electrostaticas, pueden operar
simultaneamente varios tipos de interacciones que incluyen interacciones puente hidrégeno
y fuerzas de van der Waals. Estos tipos de interacciones explican la adsorcion de TC en un
amplio intervalo de concentraciones, de pH y de fuerza iénica. Los estudios de actividad
antimicrobiana, medida por el test de zona de inhibicién, revelan que la actividad se
mantiene cuando los antibidticos se encuentran adsorbidos sobre montmorillonita. La

actividad antimicrobiana mostrada por los complejos de adsorcion constituye un campo



promisorio de aplicacion, en particular para la formulacion de productos topicos. Por otro
lado, la optimizacion del material adsorbente y de las condiciones de adsorcién permite
recomendar su utilizacién en la retencién de antibidticos presentes en sistemas acuosos,
utilizando minerales arcillosos de la NorPatagonia Argentina mediante técnicas simples y de

bajo costo.



ABSTRACT

Clay minerals are often used in pharmaceutical products as excipients or active
substances. The interaction of an active principle with the mineral can influence the release
and stability of the substance, determining its bioavailability. The knowledge of the
chemical aspects of the active principle-clay mineral complexes and their adsorption-
desorption behaviour constitute an important contribution to the formulation of clay based
systems that can be used for modified release of substances. On the other hand, the study
of the consequences of the antibiotic distribution in the environment has received special
attention in the last years, as a consequence of its wide use in disease prevention and in
the treatment of several infections, and of the need to develop technologies for
contamination control. Only recently, clay minerals have been used for these purposes, in
spite of its wide distribution in soils and sediments and its high adsorbent capacity.

In this work the adsorption of antibiotics from the tetracycline family on
montmorillonite has been studied under different experimental conditions by UV-visible
spectroscopy, circular dichroism, ATR-FTIR, X ray diffraction and batch experiences and
theoretical modelling. The capacity of the antibiotic-montmorillonite adsorption complexes
to inhibit the grow of Escherichia coli bacteria was also studied. The results obtained with
spectroscopic methods suggest important interactions between different antibiotic
functional groups and the mineral surface. The increases in the basal spacing observed in
the X-ray diagrams reveal that the molecules are intercalated in the montmorillonite
interlayer space. Batch experiments have shown that tetracycline (TC) adsorption on
montmorillonite depends on pH, ionic strength and the cation exchange capacity of the
mineral. TC adsorption reaches values close to the cation exchange capacity at pH values
lower than 4, where the TC cationic species prevails, and then it decreases as pH increases.
The experimental results and the modelling suggest that both cationic as well as neutral
and monoanionic species participate in the adsorption. Besides strong electrostatic
interactions, several types of interactions can operate simultaneously including hydrogen
bonds and van der Waals forces. These types of interactions explain TC adsorption in a
wide interval of concentrations, pH and of ionic strength. The studies of antimicrobial
activity, measured by the inhibition zone test, reveal that the activity remains when
antibiotics are adsorbed on montmorillonite. Antimicrobial activity shown by the studied
adsorption complexes constitutes a promising field of application, especially for the
formulation of topical products. On the other hand, the optimization of the adsorbent
material and of the adsorption conditions leads to recommend the use of clay minerals from
the Argentinean Northern Patagonia for the retention of antibiotics in aqueous systems by

using simple and low-cost techniques.
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Introduccion

INTRODUCCION

Los minerales arcillosos son utilizados frecuentemente en productos
farmacéuticos como excipientes o sustancias activas (Del Pozo, 1978; Gamiz et
al., 1992; Bolger, 1995; Lopez Galindo y Viseras, 2000; Carretero, 2002). Para
la preparacion de medicamentos, los materiales utilizados deben cumplir una
serie de requerimientos tales como estabilidad e inercia quimica y otras
caracteristicas fisicas como textura, color y contenido de agua que también
deben ser tenidas en cuenta. Las esmectitas son los minerales utilizados mas
comUnmente en la formulacion de medicamentos por su elevada capacidad de
intercambio, sus propiedades geologicas y la posibilidad de retener
compuestos organicos (Parolo et al., 2008). La interaccion del principio activo
con el mineral puede influir sobre la liberacién y estabilidad del compuesto
determinando su biodisponibilidad. Los complejos de adsorcién de antibiéticos
y minerales arcillosos pueden modificar la velocidad de desorcion de la droga y
asi ser utilizados en la formulacion de sistemas de liberacién prolongada
logrando niveles efectivos de la misma durante el tratamiento (Aguzzi et al.,
2007). El conocimiento de los aspectos fisicoquimicos de los complejos droga-
mineral arcilloso y los mecanismos de adsorcién y desorcion constituyen una
contribucion esencial en la formulacién de sistemas de liberacion de drogas
basados en arcillas.

La utilizacion de antibioticos como preventivo y en el tratamiento de
diversas infecciones ha logrado que estos compuestos sean unos de los mas
ampliamente difundidos para el cuidado de la salud humana y animal
(Chambers, 2001). Ademas, son utilizados en la elaboracion de alimentos para
animales junto a anestésicos, antihistaminicos, antiinflamatorios,
antiparasitarios, diuréticos y sedantes. Entre los mas difundidos se
encuentran las drogas para tratar y prevenir enfermedades infecciosas como la
tetraciclina, antibiéticos de la familia de B-lactamas y anti-inflamatorios
esteroides (Sarmah et al., 2006).

Uno de los problemas que presenta la amplia difusion del uso de
antibioticos en medicina humana y veterinaria se relaciona con la alta
solubilidad en agua de estos compuestos quimicos, siendo excretados en
elevadas proporciones por los organismos a través de orina y heces, estas

ultimas utilizadas en ocasiones como abonos de suelos. Los residuos
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procedentes de las industrias farmacéuticas asi como los hospitalarios
constituyen otras vias de acceso de los antibioticos al ambiente, generando un
ciclo que les permite llegar con cierta facilidad a las aguas superficiales, suelos
e incluso aguas subterraneas, donde se encuentran en concentraciones del
orden de unos pocos nanogramos a microgramos por litro o kilogramo (Grung
et al., 2008). La continua exposicion de microorganismos a residuos de
antibioticos incorporados al ambiente contribuye a generar resistencia en las
poblaciones microbianas y en algunos casos pueden actuar como sustancias
toxicas para diferentes organismos acuaticos, llegando a producir efectos
adversos en edades tempranas de su desarrollo (Wollemberg et al., 2000;
Kumpel et al., 2001; Aksu y Tung, 2004).

Una vez que estos compuestos llegan al ambiente se dispersan por
medio de diferentes mecanismos de transporte. Los procesos fisicoquimicos
que tienen lugar en los sistemas suelo-agua son la adsorcién, percolacion y
degradaciéon; dichos procesos estan determinados por las propiedades
fisicoquimicas de los antibidticos como la estructura molecular, solubilidad,
especiacion e hidrofobicidad. Los minerales arcillosos comUnmente presentes
en suelos, tales como las montmorillonitas, vermiculitas, illitas y caolinitas
poseen sitios activos para reaccionar y formar complejos con diversos
compuestos quimicos (Lagaly et al., 2006).

En los ultimos anos ha recibido especial atencién el estudio de las
consecuencias de la distribucién de antibidticos en el medio ambiente y la
necesidad de desarrollar tecnologias para el control de la contaminacion. Solo
recientemente los minerales arcillosos han sido utilizados para éstos fines
(Churchman et al.,, 2006), a pesar de su amplia distribuciéon en suelos y
sedimentos y su elevada capacidad adsorbente.

Entre los minerales arcillosos, las montmorillonitas se encuentran en
depositos de elevada pureza en la region patagoénica de la republica Argentina
(Vallées e Impiccini, 1999; Lombardi et al., 2003). La disponibilidad de estos
materiales en la regiéon donde se llevo a cabo el presente estudio impulsa el
analisis de las propiedades adsortivas y posibles aplicaciones de las arcillas.

Para ello se plantearon los siguientes objetivos:

v' Evaluar la capacidad adsorbente, bajo diferentes condiciones
experimentales, de minerales arcillosos naturales procedentes de

la NorPatagonia Argentina con adsorbatos habitualmente




Introduccion

v

utilizados como principios activos en medicina humana y/o

veterinaria.

Estudiar los procesos de adsorcién y desorcion de los adsorbatos
antes mencionados a fin de determinar los factores y

mecanismos que los regulan.

Orientar los estudios hacia la utilizacion de las montmorillonitas
como materiales capaces de retener moléculas organicas, tanto
en procesos de decontaminacion de efluentes descargados en
cursos de agua, como en la formulacion de los mismos principios

activos seleccionados.




Capitulo 1

1 MINERALES ARCILLOSOS. PROPIEDADES, ESTRUCTURA Y
CLASIFICACION

1.1 Caracteristicas y clasificacion de minerales arcillosos

Si bien las arcillas son materiales conocidos por el hombre desde la
antigliedad, el estudio cientifico de las mismas comenzé a partir de 1930
donde se aceptd el concepto general de minerales arcillosos. La definicion del
término arcillas aceptada por la Asociacion Internacional para la Estudio de
Arcillas (AIPEA) es la de materiales naturales compuestos principalmente por
minerales de pequeno tamafno de particula que presentan propiedades
plasticas con un contenido apropiado de agua y consolidan cuando se secan.
Aunque el tamano de particula es un parametro comun en todas las
definiciones de arcillas, no existe un limite maximo aceptado de manera
general. Algunas disciplinas se refieren a la fraccion arcilla como materiales
cuyo tamafno de particulas es menor a 2 um; sin embargo en geologia,
sedimentologia y geoingenieria el tamafo limite se fija comtnmente en 4 pum
(Moore y Reynolds, 1997).

Los minerales arcillosos se definen como filosilicatos o silicatos
laminares, debido a que poseen una morfologia plana, y estan constituidos por
la fraccién fina de rocas, sedimentos y suelos. Las principales caracteristicas
de estos minerales incluyen:

e Estructura laminar con dimensiones nanométricas en una
dimension.

e Varios tipos de superficie: basal o externa, de borde e interna o
intercapa.

e Superficies externas e internas que pueden ser facilmente
modificadas por adsorcién e intercambio i6nico.

e Plasticidad

e Capacidad de endurecer cuando se secan.

Las estructuras de los filosilicatos se basan en hojas tetraédricas (T) y
octaédricas (O) que pueden condensar en proporciones 1:1 y 2:1 para formar

capas TO o TOT respectivamente. En la mayoria de los minerales arcillosos las
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capas presentan carga negativa que es balanceada por cationes que

determinan sus propiedades superficiales y coloidales. Un agregado de capas
constituye una particula y varias particulas forman un agregado (Fig. 1.1). La
disposicion espacial de las particulas (placas hexagonales, tubos, tablas y
fibras) o agregados produce diferentes morfologias en el mineral. Las
esmectitas tienen morfologia de placas de bordes crenulados. Diferentes
metodologias aportan informacién sobre la estructura de las arcillas:
absorcién de rayos X (Faisandier et al., 1998), viscometria (Sposito, 1992),

difraccion de rayos X y microscopia (Lagaly, 1993).

A Capa
e p—T T
PO
E———
e £ ST E——
ﬂw

C Agregados

Espacic  —
irter lminar

Espacio
imerparticula

. Arreghbo de agregados

E= pacio

Fig.1.1- A- capa de mineral arcilloso. B-particula formadas por
apilamiento, translacion y deformacion de capas. C-agregado de particulas. D-
arreglo de agregados que generan poros. (Bergaya y Lagaly, 2006)

Cada hoja tetraédrica esta formada por una sucesion bidimensional de
tetraedros constituidos por un catiéon central coordinado a cuatro oxigenos en
los vértices. Cada tetraedro se encuentra unido a tetraedros adyacentes
compartiendo tres oxigenos (oxigenos basales), formando una red hexagonal
bidimensional a lo largo de las direcciones cristalograficas a y b (Fig. 1.2).
Cada hoja octaédrica, a su vez, esta formada por una sucesién bidimensional
de octaedros constituidos por un cation central coordinado a seis oxigenos u
oxhidrilos en los vértices. Cada octaedro se encuentra unido a octaedros
adyacentes formando también una red bidimensional a lo largo de las

direcciones ay b (Fig. 1.2).
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oxigeno u

oxigenos oxhidrilos
%) ? ‘—

/
V=2 ¢*
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hoja
tetraédrica

o «— hoja‘ .
oja octaédrica

tetraédrica

hoja —»
octaédrica

TO TOT

Fig. 1.2- Representacion esquematica de estructuras de filosilicatos.

Los cationes mas comunes en los tetraedros son Si**, Al3* y Fe3* y en los
octaedros se encuentra generalmente Al3*, Fe3*, Mg2* y Fe2*, también se
identificaron otros cationes como Cu?+, Cr3+y Ti*+ (Brigatti et al., 2006).

En la estructura 1:1, la celda unidad incluye seis sitios octaédricos y
cuatro sitios tetraédricos mientras que en la estructura 2:1 la celda unidad
esta formada por seis sitios octaédricos y ocho tetraédricos. Se denomina
estructura trioctaédrica a aquella que presenta los seis sitios octaédricos
ocupados por cationes y dioctaédrica si s6lo cuatro de los seis sitios estan
ocupados.

La periodicidad en el arreglo laminar en los filosilicatos 1:1 es de 0,7
nm y varia entre 0,9 y 1,40 nm para las estructuras 2:1. Estas diferencias se
deben a que el espacio intercapa se puede encontrar vacio, con la presencia de
cationes alcalinos y alcalino-térreos anhidros o cationes hidratados (Fig. 1.3).
Debido a que las capas de los minerales arcillosos son muy delgadas,
aproximadamente el 40% de los atomos que la constituyen se encuentran

localizados en la superficie.
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Fig. 1.3 — Términos estructurales correspondientes a un mineral arcilloso 2:1.

Los iones O2 y OH- estan organizados en planos paralelos. En la
estructura 1:1 un plano externo esta constituido por iones 02, que
corresponden a la hoja tetraédrica (plano basal), el plano interno presenta
iones O2 y OH- y el otro plano externo correspondiente a la hoja octaédrica
estad compuesto de iones OH-. En la estructura 2:1 los dos planos externos
corresponden a iones O2 de las hojas tetraédricas y existen dos planos
internos que contienen tanto O2- como OH-.

La estructura laminar de los filosilicatos puede ser eléctricamente
neutra o cargada negativamente. Esta carga es permanente y generada por
procesos geolégicos debido a sustituciones isomorficas en la estructura
cristalina, siendo independiente del entorno quimico. La carga negativa surge
cuando el Si** es reemplazado por AI¥* en la hoja tetraédrica, por la
sustitucion de Al3* o Mg2* por cationes de menor carga en sitios octaédricos o
por la presencia de vacancias (Brigatti et al., 2006). La carga estructural
generada induce a la ocupacion del espacio intercapa por cationes
intercambiables (generalmente Na*, K* o Ca?*) que se encuentran proximos a
los planos externos de O2- u OH- y neutralizan la carga estructural. Estos
cationes pueden actuar como “links” entre las capas de la arcilla, haciendo
que varias capas se mantengan unidas entre si para formar particulas.

En los filosilicatos 2:1 la carga (z) varia entre 0,2 para hectorita y 2,0
para micas, mientras que en filosilicatos 1:1 la carga estructural es

aproximadamente cero (Tabla 1.1).
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La expansion de las esmectitas es debida a la relativamente baja carga

estructural (z=0,2-0,6) combinada con la contribucion del nimero de capas de
agua del cation de intercambio y la densidad de carga del cation (Moore y

Reynolds, 1997).

Tabla 1.1- Clasificacion de filosilicatos (Bailey, 1980)

Grupo Subgrupo Especies
(z=carga por formula
unitaria *)
1:1 Serpentina-caolin Serpentinas (Tr) Crisotilo, antigorita, lizardita,
(z=0) Caolines (Di) bertierina, odinita, caolinita,
dickita, nacrita, halloisita.
2:1 Talco-pirofilita (z= 0) Talco (Tr)
Pirofilitas (Di)
Esmectita (z= 0,2-0,6) Esmectitas trioctaédricas Saponita, stevencita, hectorita.
Esmectitas dioctaédricas Montmorillonita, beidelita,
nontronita
Vermiculita (z=0,6-0,9) Vermiculitas trioctaédricas
Vermiculitas dioctaédricas
IMlita (z= 0,6-0,9) Illitas trioctaédricas
Illitas dioctaédricas Illita, Fe-illita, glauconita,
NH4-illita
Mica (z=1) Micas trioctaédricas Biotita, flogopita, wonesita.
Micas dioctaédricas muscovita, paragonita,
phengita, Celadonita.
Mica fragil (z22) Micas fragiles dioctaédricas ~ Margarita.
Clorita (z variable) Tri, tri cloritas Chamosita, nimita
Di, di cloritas Donbasita
Di, tri cloritas Cookeita, sudoita
2:1 Sepiolita-paligorskita Sepiolita, loughlinita,
Cintas (z variable) palygorskita
invertidas

* z se refiere a la carga para formula unitaria Oio (OH)..

Los minerales arcillosos presentan, ademas, cargas variables en los
bordes dependientes del pH del medio. Esta carga surge de la disociacion de
grupos superficiales (por ejemplo: grupos Si-OH o Al-OH) y su comportamiento
acido-base. Las reacciones de disociacion pueden ser esquematizadas de la

siguiente manera (Stumm, 1992):

SO- + H* = SOH
SOH + H* = SOHy*
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donde SO-, SOH y SOHy* representan los grupos superficiales con carga
negativa, neutra y positiva, respectivamente. En la superficie de minerales, las
uniones con los protones estan localizadas sobre los atomos de oxigeno, que
son los sitios especificos para estas uniones y actiian como bases de Bronsted.

Algunas consideraciones sobre protonacion de una superficie deben ser
tenidas en cuenta para estudiar el comportamiento acido-base de los grupos
superficiales de un mineral arcilloso. Con el objeto de simplificar el analisis, y
debido a que la superficie de los minerales arcillosos puede poseer distintos
tipos de grupos superficiales dependiendo de su composicién quimica y de los
planos superficiales que se consideren, se puede plantear de manera general
una reacciéon de protonaciéon de un grupo superficial como sigue (Avena,
2006):

Ax + H*+ = AH x+1

donde Ax representa al grupo superficial deprotonado y AHx*1 representa al
grupo superficial protonado. La carga eléctrica del grupo Ax esta representada
por x (que puede ser positiva, neutra o negativa; fraccionaria o no) mientras
que la carga eléctrica de AHx**! es una unidad mayor que la del grupo
deprotonado. La ley de accion de masas para la reaccion anterior puede ser

representada por:

K. TAH 0 (Ee)

r

A ap,
donde I'any I'a representan las concentraciones superficiales (moles/m?2) de las
especies protonada y no protonada respectivamente; K":,t es la constante de

protonacion intrinseca y a u,0 es la actividad de protones en la solucion en las

proximidades del sitio de adsorcion.

ano se define como:

ag,o = ayg € “FYo/RT (Ec.2)

o representa la diferencia en el potencial eléctrico entre la superficie y el seno
de la solucion y an representa la actividad de protones en la solucién.

Combinando las Ec. 1y 2:
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K™ e -F¥o/RT = Lag (Ec.3)

H
r
AaH

Ki;‘,t esta relacionada con la energia libre estandar de protonacion (AG®) y para

soluciones diluidas es independiente del potencial eléctrico y carga superficial

porque es definido para el estado estandar. Se define la constante efectiva o

aparente KZ que depende del potencial superficial:
K% =K' e -FYo/RT (Ec.4)

La Ec.4 indica que la protonacién superficial puede ser interpretada

como resultado de una contribucién quimica o intrinseca de corto alcance
(K;";) que esta dada por la capacidad del grupo superficial de unirse a un

protén y una contribucion electrostatica (e-FYo/RT) de largo alcance que depende
del potencial eléctrico superficial (Avena, 2006). El efecto del potencial
eléctrico en la reactividad de los grupos superficiales es particularmente
notable en minerales arcillosos.

El estudio de adsorcién de protones sobre la superficie de minerales se
lleva generalmente a cabo mediante técnicas de titulacién potenciométrica
(Van Raij v Peech, 1972) o técnicas electrocinéticas como electroforesis (Miller
y Low, 1990).

Las reacciones de protonacién-deprotonacién de los grupos
superficiales son en general importantes porque ellas conducen a una
variacion de la carga eléctrica de la superficie que posee grupos con capacidad
de protonarse o deprotonarse. De acuerdo a las reacciones antes
mencionadas, si el pH de la solucion acuosa en la que se encuentran los
minerales arcillosos es suficientemente bajo, la concentraciéon superficial de
grupos protonados es mayor que la de grupos deprotonados y la superficie
adquiere una carga neta positiva. Por el contrario, si el pH es suficientemente
alto la concentracion superficial de grupos deprotonados es mayor que la de
protonados y la superficie adquiere una carga neta negativa (Fig.1.4).Las
cargas superficiales se encuentran neutralizadas bajo una cierta condicion de
pH, denominado PZC (punto de carga cero) o IEP (punto isoeléctrico), seguin el
método utilizado para medirlas y los iones que las neutralizan. Cuando no

existe adsorcion especifica de iones del electrolito soporte, el PZC coincide con
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el IEP (valor de pH donde la movilidad electrocinética es nula). Cuando el pH

del medio aumenta por encima del PZC, la superficie basal adquiere carga

neta negativa, y al disminuir por debajo del PZC, adquiere carga neta positiva.

protonacisen

s

S- [FOH /

S- FOH
S- FOH

b soluciom

FOH,"
HOH  La superficie adquiere
lop, s e neta positive
2
HOH

S- (OH
deprotonacié

S-
S-

S-
S-

o
HOH  Lasuperficie adquiere
P neta negativa
HOH

Fig. 1.4- Comportamiento acido-base de la superficie.

Las cargas de las particulas de un sélido pueden entonces ser

clasificadas en tres categorias (Sposito, 1998):

a. Carga estructural (os) originada por sustituciones isomorficas.

b. Carga por adsorcion de protones (o) debida a la adsorcion-

desorcion de protones por los grupos funcionales superficiales.

c. Carga por adsorciéon de iones (Agq= q*- q) que representa la

adsorcion total relativa de cationes (excepto protones) y aniones

por todos los mecanismos de adsorcién posibles.

Para alcanzar la electroneutralidad de la dispersion del mineral la carga

estructural de la particula mas la carga generada por la adsorcion de protones

debe ser neutralizada por la adsorcion de iones de la solucion:

Ostr + OutAq= 0

(Ec.5)

Para estimar la carga estructural de la particula generalmente se utiliza

la capacidad de intercambio cationico del mineral (CIC). Esta estimacion es

valida cuando los otros tipos de carga superficial son despreciables debido a

que CIC depende también de la carga generada por protonacién-deprotonaciéon

de los grupos superficiales (Tournassat et al., 2004).
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Debido a la alta relacion superficial cara/borde, las cargas de los bordes
son practicamente despreciables frente a aquellas de las caras, por ello son
estas ultimas las que dominan los fenémenos de superficie y habitualmente
son llamadas cargas de superficie.

La reactividad de un grupo superficial en un filosilicato se puede
comparar, de manera general, a la de las especies equivalentes en solucion.
En solucién, los iones metalicos se coordinan a ligandos formando complejos
como el complejo tetraédrico de Si: SiO4 y los complejos octaédricos de Al:
[Al(H20)6]3* o [Al(H20)3(OH)s]°. De manera equivalente, el ion metalico que
forma parte de un grupo superficial en un mineral arcilloso forma un complejo
cuya esfera de coordinacion esta ocupada por ligandos oxigenos u oxhidrilos
pertenecientes a la fase soélida, estando algunos de esos ligandos expuestos a
la fase acuosa.

Las reacciones que pueden tener lugar en la superficie de un mineral
arcilloso son presentadas esquematicamente en la Fig. 1.5, donde se
comparan los tipos de reacciones en las que puede intervenir un complejo
superficial con las de un complejo en soluciéon acuosa. Una descripcion de

cada una de esas reacciones se da a continuacion:

a) Reacciones de protonacion-deprotonacién. Estas reacciones
dependen de las propiedades acido-base del complejo; el grupo
hidroxilo coordinado al metal puede encontrarse protonado o
deprotonado segun el pH del medio. Por lo tanto, la adsorcién de
protones cambia la carga del material adsorbente.

b) Intercambio de ligandos. En estas reacciones el grupo hidroxilo
puede actuar como ligando intercambiable o como grupo dador
de electrones. Un ligando como el anion fosfato puede reemplazar
al grupo hidroxilo y unirse al ién metalico, representando uno de
los principales mecanismos de adsorcion quimica de aniones a la
superficie del mineral (Fig. 1.5). Segun las propiedades de la
superficie del mineral y del ligando, se puede presentar mas de
un sitio de coordinacién superficial.

Otro tipo de intercambio de ligandos se produce en ciertos
casos de adsorcion de cationes. Cuando un grupo superficial
reacciona con un complejo metalico en solucion se produce una

reaccion de condensacion en la cual un i6n metalico pierde un
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ligando y un grupo hidroxilo, éxido u otro grupo actiia como

puente entre los metales. En este caso también puede haber mas

de un sitio de coordinacion superficial.

A Aa A 4

b A

\ W
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Fig. 1.5- Comparacion entre la reactividad de un complejo octaédrico de aluminio, (A)
en la superficie de borde de una lamina 2:1 y (B) en solucion acuosa (Avena, 2006).

c) Complejos de esfera externa. Los cationes no pierden o
intercambian ligandos de su esfera de coordinacion primaria. Se
forma en este caso un par idnico asociado por fuerzas
electrostaticas u otras fuerzas mas débiles. Un ejemplo de esta
interaccion son los complejos que forman los iones Cl, NOs-, Na*

y K* en la interfaz mineral-agua.

La superficie cargada eléctricamente de la arcilla controla la interaccion
con otros iones del medio, moléculas, polimeros, microorganismos y
particulas. Estos procesos son de fundamental importancia en la quimica de
suelos y tienen diversas aplicaciones tecnologicas.

Las arcillas forman sistemas coloidales en medios acuosos debido al
pequeno tamano de sus particulas en estos sistemas (menor a 10 um),

presentando una fase sodlida en suspension. Los coloides permanecen
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suspendidos debido a que la velocidad de sedimentacién es menor a 102 cm
s-l. De acuerdo a la ley de Stoke y considerando particulas esféricas, la
velocidad de sedimentacién es proporcional al cuadrado del diametro de la

particula (Ec.6) (Stumm, 1992).

g (ps-p) d? (Ec.6)

Vs=
18 n
donde g es la aceleracion de la gravedad (9,81 m s2), psy p son las densidades
de la particula (kg m3) y del agua respectivamente, n es la viscosidad absoluta
(1 103 kg m!s?!a?20°C)yd es el diametro de la particula.

El proceso por el cual una suspensién acuosa es inestable y sufre
sedimentacion gravitacional se denomina coagulacion. Este proceso esta dado
por la aglomeracion de particulas formando agregados.

Un sistema coloidal es estable si durante el periodo de observacién no
sufre cambios apreciables en su estado de dispersion. El tiempo de estabilidad
de estos sistemas puede ser de anos o fracciones de segundo. La energia libre
asociada a la extensa interfaz de los sistemas coloidales tiende a alcanzar su
menor valor por aglomeracién de sus particulas.

La estabilidad de un sistema coloidal puede ser afectada por electrolitos
o por adsorbatos que modifiquen la carga superficial del coloide como también
por polimeros que afecten las interacciones entre particulas formando puentes
o estabilizando el sistema por factores estéricos (Stumm, 1992).

Los coloides son estables cuando sus particulas presentan carga
eléctrica. La repulsiéon entre las particulas debido a interacciones
electrostaticas es equilibrada por atracciones tipo van der Waals. La energia de
repulsion depende del potencial superficial, disminuye a lo largo de la doble
capa eléctrica y es funcion de la fuerza i6nica del sistema (Fig. 1.6); mientras
que la energia de atraccion es inversamente proporcional al cuadrado de la
distancia entre particulas y no es afectada por la fuerza iénica. Para pequenas
distancias entre particulas predominan las fuerzas de atraccion y a distancias
de separacion intermedias predomina la repulsion. La teoria DLVO evalua
cuantitativamente el balance entre las fuerzas de atraccion y repulsion para la
interpretacion de factores empiricos que determinan la estabilidad coloidal.
Calcula la energia de interaccién, en funcién de la distancia interparticula,

como la energia libre correspondiente a la aproximacién de dos particulas
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desde una distancia infinita a una distancia de separacion “d” (Lyklema,
1978).

En la Fig. 1.6 se puede observar que cuando aumenta la fuerza iénica,
la energia de atraccion prevalece sobre la repulsion a grandes distancias entre

particulas.

Repulsion, Vr

RSO /
. A
e R
Interaccion neta, VE * &5 tem

Energia \L&
Interaccion ><//;‘ .,

Distancia Interparticula

A= Atraccién, Va

Fig. 1.6.- Modelo Fisico de Estabilidad Coloidal. Energias de interaccion
(repulsion electrostatica, Vg, atraccion de van del Waals, Va) e interaccion total, Vr en
funcion de la distancia de separacion entre particulas y para dos concentraciones de

electrolito (Cs y Cs’). (Stumm, 1992)

Para analizar cualitativamente la estabilidad de un sistema coloidal
deben tenerse en cuenta, ademas, los factores quimicos que intervienen. La
adsorciéon especifica de H*, iones metalicos y ligandos sobre la superficie del
coloide afectan la densidad de carga (o,) y potencial superficial (y,). Por lo
tanto, para estimar la estabilidad del sistema se necesita conocer el potencial
superficial que, si bien no puede ser medido, es posible estimarlo aplicando la
teoria de Gouy Chapman (Ec.7) o alguna otra ecuacién que describa la

distribucién de carga y potencial en la doble capa eléctrica.

1/2
g, = 8¢,6cRT senhip zFy,
2RT

(Ec.7)

donde ¢ es la permitividad dieléctrica relativa (78,54 para el agua a 25°C), & la
permitividad dieléctrica en vacio (8,854x10-14 CV-lcm'!), F la constante de

Faraday y c la concentracion de electrolito.
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Experimentalmente se puede determinar la carga superficial (0o)

midiendo todas las especies cargadas que se encuentran adsorbidas (Ec.8).

Op = Ostr + Og + O1s t+ Oos (Ec.8)

donde os«: carga estructural permanente.
ou: carga neta protonica.
ors: carga debida a formaciéon de complejos de esfera interna.
Oos: carga debida a formacion de complejos de esfera externa.
(las unidades de o son generalmente expresadas en unidades de densidad de

carga superficial, C m-2).

Debido a que el estado coloidal de minerales arcillosos dispersos es
decisivo para muchas aplicaciones practicas, la coagulaciéon de dispersiones
de caolinita y montmorillonita ha sido ampliamente estudiada (Jenny y
Reitemeier, 1935; Kahn, 1958).

Las dispersiones de minerales arcillosos en su forma sédica pueden ser
coaguladas con bajas concentraciones de sales inorganicas. La valencia del
catiéon determina la estabilidad electrostatica de la dispersién. Por ejemplo,
0,025 % de una dispersion de montmorillonita sédica puede ser coagulada con
soluciones de NaCl (SmM), solucion de CaCl, (0,4 mM) y solucién de AlCls
(0,08 mM) (Penner y Lagaly, 2000). La teoria DLVO (Derjaguin, Landau,
Verwey y Overbeek) predice que la relacion entre la concentracion critica de

coagulacion (CCC) para cationes (Me) de distinta carga es:

CCC (Me*) = (4-64) CCC (Me?*) = (9-729) CCC (Me3) (Ec.9)

La coagulaciéon de un sistema coloidal esta determinada por la
presencia de:

Electrolito inerte: 1iones que no se encuentran adsorbidos
especificamente a la superficie del coloide. Su efecto esta dado por la
compresion de la doble capa eléctrica y disminucion de la estabilidad del
sistema. Se puede definir la CCC que es independiente de la cantidad de sélido

disperso (Stumm, 1992):
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8 10-36 [(tang (zew/4kT)]* (Ec.10)

CCcC=
A2 11(9) 26
donde k es la constante de Boltzmann y A 11(2) es la constante de Hamaker

que se aplica a la interaccién entre las particulas 1 en el medio 2.

Especies adsorbidas especificamente: Son las especies que forman los
complejos superficiales, afectan la carga superficial, el potencial superficial y
la estabilidad del coloide. La concentracién critica de coagulacion disminuye
con la afinidad de la especie adsorbida al material coloidal y depende del area
superficial del coloide.

Los agentes coagulantes pueden también ser cationes organicos. La CCC
del cloruro de tetrametilamonio sobre montmorillonita s6dica (Wyoming) es
igual a la correspondiente a NaCl (5mM), mientras que cationes monovalentes
de cadena larga presentan CCC menores a 0,3 mM. Un aumento en la valencia
del catién organico no reduce la CCC debido a que en la adsorcion de cationes
organicos no participan solamente fuerzas electrostaticas sino también

interacciones van der Waals con la superficie del mineral (Lagaly, 2006).

1.2 Aplicaciones de los minerales arcillosos

Las arcillas y minerales arcillosos son utilizados en una amplia variedad
de aplicaciones industriales (Lagaly y Fahn, 1983, Murray, 2003) debido a dos

aspectos importantes y contrastantes en sus propiedades:
e inercia y estabilidad
e reactividad y actividad catalitica.

La comunmente denominada arcilla en la industria contiene mezclas de
diferentes minerales arcillosos tales como ollita/esmectitas, caolinitas,
esmectitas, micas y minerales asociados. Su mineralogia y distribucion de
tamano de particulas determinan su utilizaciéon en la construccion de

caminos, represas y en contenedores de residuos.

La utilizacion de arcillas en sistemas acuosos en la industria del papel o
las pinturas se debe a la naturaleza hidrofilica de estos minerales que permite

la formacion de sistemas dispersos.
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Uno de los grupos de minerales arcillosos mas importantes encontrado
en suelos y sedimentos son las esmectitas. Bentonita es el nombre que recibe
el material en estado natural y esta formada mayoritariamente por minerales
esmectiticos y en menor proporcion por otros minerales, Illamados
acompanantes. En los ultimos afos el uso de bentonitas en aplicaciones
medioambientales ha crecido marcadamente; estas arcillas pueden inmovilizar
sustancias contaminantes debido a su capacidad adsorbente. La produccién
mundial de bentonitas es de 13 millones de toneladas/ano (Harvey y Lagaly,
2006).

Se utilizan grandes volumenes de estos materiales en los procesos de
filtracion, decoloracion y clarificaciéon de diversos sistemas, para obtener
pellets en alimentos para animales, para vehiculizar plaguicidas y como
adsorbentes de grasas y aceites. Mientras que pequenas cantidades de
bentonitas son necesarias en la industria farmacéutica, en cosmética y
pinturas, como aditivos de cementos, en la purificacion de aguas y como
catalizador o soporte de catalizadores en varias sintesis organicas (Fahn y
Schall, 1985; Murray, 2000; Panpanit y Visvanathan, 2001). En otras
aplicaciones, las dispersiones de bentonitas son usadas para adherir quiebres
y fisuras en rocas, para inyeccion en suelos o para impedir el movimiento de
agua y contaminantes en medios acuosos a través del suelo, arena o grava.

La amplia utilizacion de los minerales arcillosos se debe a que se
encuentran ampliamente distribuidos en el medio ambiente, su extraccion es
relativamente sencilla y no son materiales costosos.

La reaccion de minerales arcillosos con compuestos organicos cambia la
naturaleza hidrofilica de las arcillas. En los minerales de estructura 2:1 las
moléculas de agua en el espacio intercapa de esmectitas y vermiculitas
pueden ser desplazadas por moléculas organicas polares. Los compuestos
organicos, que actien como ligandos neutros, pueden formar complejos con
los cationes que se encuentran entre las capas del mineral o pueden
desplazarlos (Fig.1.7). Los iones de alquilamonio cuaternarios son
ampliamente utilizados para modificar esmectitas; los derivados organicos asi
obtenidos son adsorbentes adecuados para el control de la contaminacion
ambiental (Harvey y Lagaly, 2006).

Las arcillas modificadas con cationes organicos (también Illamadas
organoarcillas) se utilizan no sélo como filtros para la decontaminacién de

muestras de agua y como barreras para inmovilizar agentes contaminantes en
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suelos, sino también como soportes en formulaciones de plaguicidas para
conseguir una disminucioén en la velocidad de lixiviacién de estas sustancias
que son muy moviles en suelos, mejorando la calidad del agua superficial y

subterranea (Celis et al., 2002).

I
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Fig. 1.7- Reacciones de intercalacion de minerales arcillosos 1:1y 2:1
(Jasmund y Lagaly, 1993).

El desarrollo de materiales hibridos inorganicos-organicos ha tenido
particular interés en los ultimos anos (Ruiz-Hitzky y Van Meerbeek, 2006). La
dispersion de particulas de arcilla en una matriz polimérica puede mejorar las
propiedades mecanicas de los polimeros. Recientes investigaciones en este
campo tienen como objetivo incrementar la fuerza de unién entre las arcillas y
el material polimérico y producir materiales nanocompuestos. Estos
materiales tienen la propiedad de incrementar la firmeza y la resistencia a la
permeacion de gases a bajos costos siendo utilizados para la construccion de
paneles en automoviles y en envases.

Las propiedades particulares de las arcillas como son el tamano coloidal
de sus particulas, su estructura cristalina, elevada area superficial especifica,
carga y capacidad de hinchamiento hacen que estos materiales tengan 6ptimo
comportamiento reologico y excelentes capacidades de adsorciéon para que
puedan ser utilizados con fines terapéuticos y cosméticos. Entre los minerales
mas destacados para el cuidado de la salud humana se encuentran la
caolinita, el talco, algunas esmectitas (montmorillonita y saponita) y los
minerales fibrosos (sepiolita y palygorskita). Debido a su elevada capacidad de
intercambio catidnico, las esmectitas interaccionan fuertemente con algunos

farmacos cationicos afectando su biodisponibilidad. Esta interacciéon puede
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ser ventajosa en la formulacion de sistemas de liberacién controlada que es
uno de los campos mas interesantes de las aplicaciones farmacéuticas de las
arcillas en la actualidad. Los minerales arcillosos cumplen con los requisitos
quimicos, fisicos y microbiologicos que los hacen adecuados para su
utilizacion en tecnologia farmacéutica y dermofarmacia como excipientes y
como sustancias con actividad biolégica adecuada (Carretero, 2002; Lopez-
Galindo y Viseras, 2004). Estan presentes en formas de administraciéon sélidas
(comprimidos, capsulas, granulados), liquidas (suspensiones y emulsiones) y
semisoélidas (pomadas, pastas) para su aplicacion topica o administracién oral
(Lopez-Galindo et al., 20006).

A causa de su actividad biolégica se utilizan arcillas como principios
activos en formulaciones que necesitan productos absorbentes, esterilizantes,
anti-inflamatorios o detergentes, estando presentes en la composiciéon de

diversos productos:

Antidiarreicos: la palygorskita, caolinita y esmectitas se emplean en el
tratamiento sintomatico de la diarrea debido a su capacidad para adsorber
agua, bacterias y algunas toxinas (Dupont et al., 1992).

Antidcidos: las arcillas fibrosas poseen una alta capacidad para neutralizar
la acidez de secreciones gastricas.

Antiinflamatorios y antisépticos: se utilizan en este caso principalmente por
via tépica. Talcos purificados para calmar irritaciones, caolinita para reducir
la inflamacién y pastas de caolinita y acido salicilico para el tratamiento de
dolores musculares.

Otras aplicaciones tépicas: se emplean en cremas, leches y polvos para
adsorber sustancias no deseadas como grasas y toxinas bacterianas. En este
caso los filosilicatos son utilizados fundamentalmente como excipientes dada
la facilidad de adhesividad a la piel, permitiendo una alta concentracién del

principio activo en la proximidad del area a tratar.

1.3 Estructura y propiedades de montmorillonitas

La montmorillonita es un mineral miembro de la familia de las
esmectitas y se encuentra como componente mayoritario en las bentonitas de

la NorPatagonia Argentina (Vallés e Impiccini, 1999).
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Las esmectitas son filosilicatos 2:1 con carga estructural entre 0,2 y 0,6
por media celda elemental. Una amplia variedad de cationes pueden ocupar
posiciones en las hojas tetraédricas, octaédricas o en el espacio interlaminar.
Frecuentemente Si**, Al3* y Fe3* se encuentran en sitios tetraédricos, mientras
que Ald*, Fe3+, Fe2*, Mg2*, Ni2*, Zn2* y Li* pueden ocupar los octaédricos. Estas
sustituciones isomorficas determinan las propiedades fisicoquimicas de las
esmectitas.

Las montmorillonitas se caracterizan por tener estructuras laminares
compuestas por hojas poliméricas de SiO4 tetraédrico unido a laminas de (Al,
Mg, Fe) (O, OH)s octaédrico. El caracter de los enlaces involucrados es
intermedio entre covalente e i6nico. La montmorillonita y la beidelita
pertenecen al grupo de esmectitas dioctaédricas aluminicas (Tabla 1.1). La
diferencia entre ambos minerales se encuentra en el sitio de la sustitucién
isomorfica donde se origina la carga negativa en las capas del mineral. En las
montmorillonitas la carga estructural surge por la presencia de cationes
divalentes como el Mg2* en la hoja octaédrica mientras que en beidelita se debe
a la presencia de Al3* en las hojas tetraédricas. Para las montmorillonitas, la
interaccion entre las capas y el catién de intercambio es débil. En este caso, se
produce la intercalacion de agua, el hinchamiento y la separacion de las
capas. Esto ocurre porque la carga estructural en las montmorillonitas reside
principalmente en la hoja interna octaédrica.

La formula estructural general de las esmectitas dioctaédricas para
media celda elemental es: (Mn*yy/nnH20)(R3+2yR2+y) (Si**4-xAl13*) O 10(OH), (Brigatti
et al., 20006).
donde:

x e y indican la carga de la capa debida a sustituciones en hojas tetraédricas y
octaédricas.
R2+ y R3* son los cationes divalentes y trivalentes.

M=n+ corresponde a cationes intercapa.

La formula estructural ideal para una montmorillonita por media celda
elemental es:

(Al1,58Mgo,42)(Si4,00)010(OH)2M* 0,42 nH20

Muchas aplicaciones técnicas de las esmectitas se relacionan con las

reacciones que tienen lugar en el espacio interlaminar. Los cationes que se
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encuentran en este sitio (Na*, K*, Ca2* y Mg?*) se encuentran hidratados y son
intercambiables (MacEwan y Wilson, 1980; Suquet y Pezerat, 1987). Los
complejos de hidrataciéon entre capas de esmectitas pueden ser caracterizados
por difraccién de rayos X; el nimero de capas de agua varia entre cero y tres,
encontrandose dos tipos de complejos de hidratacion sobre la superficie del
mineral: complejos de esfera interna y complejos de esfera externa. Para
formar un complejo de esfera interna, los cationes deben perder agua de la
primera esfera de solvatacion. En un complejo de esfera externa el cation esta
separado de la superficie al menos por una molécula de agua (Fig. 1.8).

La hidratacién de los cationes le confiere a las esmectitas una
naturaleza hidrofilica y la capacidad de expandir sus capas en medios
acuosos.

Existen en la literatura numerosos trabajos relacionados a la
hidrataciéon de los cationes de la intercapa (Hendricks et al., 1940; Mooney et
al., 1952; Norrish, 1954, van Olphen, 1969; Suquet et al., 1977, MacEwan y
Wilson, 1980; Suquet y Pezerat, 1987).

Esfera externa

cation

Esfera interma

AGUA

Fig 1.8- Hidratacion de cationes en la superficie del mineral

Los principales factores que afectan la hidratacién intercapa de las
esmectitas son la energia de hidrataciéon del catiéon, la polarizacion de las
moléculas de agua proximas al cation, variaciones en el potencial
electrostatico superficial y localizacion de las sustituciones isomorficas en las

capas del mineral (Brigatti et al., 2006). En montmorillonitas el Na* se localiza
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sobre la cavidad hexagonal donde el Mg2* reemplazé al Al3* en la hoja
octaédrica (Chatterjee et al., 1999).

La capacidad de las esmectitas de adsorber especies catiénicas de la
solucion esta dada por su capacidad de intercambio cationico (CIC). Los
valores de CIC se expresan en centimol o miliequivalentes de carga positiva
por kilogramo o cien gramos de mineral arcilloso. Los cationes proximos a la
superficie del mineral balancean su carga estructural negativa; el intercambio
de cationes es reversible, estequiométrico, controlado por difusion y en
muchos casos hay selectividad de un catiéon sobre otro (Gast, 1977). Por
intercambio cationico, las esmectitas pueden sufrir modificaciones en su
estructura. La intercalacion de oxi-hidréxidos poliméricos de aluminio, hierro,
cromo, zinc o titanio y posterior calentamiento da origen a las arcillas
pilareadas que presentan un incremento en el area superficial, porosidad,

acidez y propiedades cataliticas (Brigatti et al., 2006).

1.4 Reactividad de la superficie de minerales arcillosos

En suelos y regiones subsuperficiales de la tierra, la interfaz sélido-
agua controla las transformaciones quimicas y biologicas que tienen lugar en
estos sistemas, la calidad del agua, propiedades reolégicas y la distribuciéon y
disponibilidad de nutrientes para las plantas (Hochella y White, 1990) como

también el destino y transporte de sustancias organicas.

Los solutos organicos en la fase acuosa pueden interaccionar con la
superficie de minerales arcillosos como también con otras fases soélidas
amorfas o cristalinas y sustancias humicas. Dependiendo de la naturaleza de
esta interaccion, el soluto organico puede ser fuertemente retenido a la
superficie del mineral y excluido de la soluciéon y/o sufrir transformaciones
abioticas. Si el compuesto es fuertemente retenido a la superficie, no sera

accesible a microorganismos del suelo y se vera reducida su biodisponibilidad.

Para analizar la reactividad de un mineral arcilloso se deben considerar
los grupos funcionales superficiales presentes en cada uno de los planos de la
superficie. En forma analoga a las macromoléculas biolégicas, estos grupos
son reconocidos como sitios activos de la superficie del mineral. Un sitio activo

se caracteriza por la localizacién, arreglo geométrico y composicion quimica de
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los atomos superficiales. Entre los grupos funcionales superficiales presentes

en minerales de estructura 2:1, encontramos:

Grupos siloxanos presentes en el plano basal (001) del mineral.
Cada grupo siloxano se representa por un i6n 6xido unido a dos
Si++ (Si,.0). La superficie siloxanica consiste en una capa de
oxigenos apicales organizados en un reticulo hexagonal cuya
cavidad tiene un diametro de 0,21 nm (Fig. 1.9).

Estos grupos actiian como dadores de electrones (bases Lewis) y
su reactividad depende de la distribucion de carga en las capas
del mineral. Como producto de sustituciones isomorficas en las
hojas tetraédricas, el exceso de cargas negativas se distribuye
entre tres oxigenos basales del tetraedro que delimita el sitio de
sustituciéon; mientras que para una sustitucion en la hoja
octaédrica la distribucién de carga negativa tiene lugar entre diez
oxigenos. Los sitios de carga negativa estan separados entre 0,7 y

2 nm en la superficie basal (Schoonheydt y Johnston, 2006).

atomo de oxigeno
apical

Fig.1.9- Grupos siloxanos presentes en el plano basal (001)

La hidrofilicidad de la superficie que corresponde al plano
basal (001) esta dada por las sustituciones isomoérficas que
inducen la presencia de cationes intercambiables. Los grupos
siloxanos pueden formar puente hidrégeno con moléculas de
agua o coordinarse directamente a cationes para compensar la
deficiencia de carga. En las reacciones de intercambio cationico

pueden participar cationes inorganicos u organicos. Los cationes
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organicos son preferencialmente adsorbidos debido a la
combinacion de fuerzas atractivas electrostaticas y no
electrostaticas.

Mediante estudios de dinamica molecular se determiné que
la distribucién de especies en las proximidades de la superficie
depende de la posicion de los sitios de carga negativa en las
capas del mineral y que la interaccion con cationes es mas fuerte
cuando las sustituciones isomorficas ocurren en las hojas
tetraédricas proximas a la superficie del mineral (Greathouse y
Sposito, 1998).

Cationes metdlicos intercambiables. Algunos solutos organicos
pueden compensar sitios de coordinacién del metal,
coordinandose directamente al cation metalico. Los metales de
transicion en su mayor estado de oxidacion, ademas de cationes
alcalinos y alcalino-térreos, pueden actuar como acidos Lewis
aceptando electrones de los solutos organicos con los que
interaccionan. En este caso la acidez superficial de los minerales
arcillosos esta determinada por el potencial de reduccién y la

hidratacion del metal.

Moléculas de agua correspondientes a la capa de hidratacion de
cationes. Las moléculas de agua que hidratan los cationes de
intercambio y los cationes estructurales en los bordes de las
capas del mineral, se encuentran polarizadas. Mediante estudios
espectroscopicos se determiné que las bandas de tension y
deformacion del grupo-OH en el espectro IR se ven afectadas por
el estado de hidratacion de las esmectitas analizadas (Farmer,
1979). Las propiedades moleculares del agua estan fuertemente
determinadas por la naturaleza del catién de intercambio. Las
moléculas de agua polarizadas sobre la superficie del mineral se
comportan como acidos de Br¢nsted, donando protones con mas
facilidad que el resto de las moléculas de agua del sistema. El
comportamiento acido de esta superficie aumenta cuando el
cation presenta una elevada densidad de carga (Farmer y
Mortland, 1966), pudiéndose establecer el siguiente orden para la

donacion de protones: Al3* >Mg2+>Ca2*>Na*.
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e Sitios de borde. Estos grupos surgen a partir del corte de una
capa de mineral en la direccion normal al plano (001). Como
resultado de este corte, los enlaces mas débiles se rompen y los
atomos expuestos en el borde presentan un menor numero de
coordinacion. Los grupos funcionales de bordes pueden actuar
como acido o bases de Br¢nsted, siendo los grupos mas activos
para aceptar o liberar protones (Avena, 2006), adoptando cargas
que dependen del pH del medio. Su reactividad depende del
cation unido al atomo de oxigeno y de la presencia de
sustituciones isomoérficas proximas a la superficie (White y
Zelazni, 1988). En estudios sobre tipo y densidad de grupos
superficiales en los bordes de capas 2:1 de minerales arcillosos
(Tournassat et al., 2004) se informé la presencia de 27 grupos
superficiales diferentes; siendo SilV-OH, AIVI-OH, AIVISilV-OH~*1/2,
AlLVI-OH y AIVIMgVI-OH -1/6 los grupos de mayor densidad

superficial.

La superficie basal y la superficie de los bordes de las particulas de un
mineral arcilloso (Fig. 1.10) contribuyen a la reactividad total, que depende de
la fraccion de cada superficie expuesta a la solucion. La contribucion de cada
superficie a la reactividad del mineral depende del tamano y forma de la

particula.

Grupos siloxanos

Grupos de
borde

Fig. 1.10- Grupos superficiales de una capa 2:1 de mineral arcilloso

1.5 Localizacion de yacimientos en la NorPatagonia Argentina
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La cuenca sedimentaria Neuquina presenta numerosos depoésitos de
bentonita que constituyen, junto a aquellos de las provincias cuyanas, los dos
distritos mas ricos del pais en estos minerales. Gran parte de los depésitos se
encuentran emplazados en la zona extraandina de la cuenca, en las provincias
de Rio Negro, La Pampa y Neuquén, la mayoria al Este del meridiano de 68°40'
(Impiccini, 1995). En la actualidad, los yacimientos mas importantes se
explotan en los alrededores del Lago Pellegrini en la provincia de Rio Negro
(Iniguez et al., 1972), en el Departamento Puelén, provincia de La Pampa, y en
la zona de Barda Negra y Cerro Bandera, provincia de Neuquén (Fig. 1.11). Los
aspectos geologicos de estos materiales han sido estudiados por Cravero et al.
(1987), Vallés (1992), Impiccini (1993) y Vallés y Giaveno (1993).

Los yacimientos, explotados en canteras a cielo abierto, proveen a seis
plantas de procesamiento distribuidas en la regiéon donde las bentonitas se
muelen, mezclan y embolsan, obteniéndose productos que abastecen
mercados nacionales y latinoamericanos. Al tratarse de bentonitas soédicas
naturales, por sus propiedades reolégicas, adsorbentes, elevado grado de
hinchamiento y superficie especifica, se utilizan para la preparaciéon de fluidos
de inyeccién de pozos de petréleo, como arenas de moldeo para fundicién,
para pellets de minerales de hierro, para impermeabilizacién de obras

hidraulicas, y en la industria ceramica (Lombardi, 2004).
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Fig. 1.11- Principales depositos de la cuenca sedimentaria neuquina (. )(Lombardi,

2004)

1.6 Caracterizacion y propiedades fisicoquimicas del mineral
arcilloso seleccionado para los estudios de adsorcion.

La mayor parte de la caracterizacion general del mineral estudiado fue
realizada previamente por Lombardi (2004). El mineral arcilloso seleccionado
para el presente estudio proviene del sudoeste de la provincia de La Pampa, en
el departamento Puelén, a 25 Km al sur de la localidad de 25 de mayo y a 5
Km de la margen izquierda del rio Colorado, en las areas de los yacimientos de
petréleo y gas, La Pampa y Medanito, respectivamente.

La composicion mineralégica de la muestra seleccionada fue
determinada por difraccion de rayos X (DRX) y el porcentaje de los diferentes
minerales presentes fue calculada utilizando los datos obtenidos por DRX y
analisis quimico (Viseras et al., 2006). Se determiné presencia de 98 % de
esmectita y 2% de cuarzo. El alto contenido en montmorillonita encontrado en
la muestra permite clasificarla como bentonita de alta pureza.

Los analisis quimicos de la fraccion menor de 2pm de la muestra
(Tabla 1.2) fueron realizados por espectroscopia de emision de plasma (ICP)

(Lombardi, 2004) y a partir de los resultados obtenidos se calculo el tipo y
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grado de sustituciéon isomoérfica tetraédrica y octaédrica de las muestras (Tabla
1.3). La férmula estructural se determiné utilizando el procedimiento indicado

por Siguin et al. (1994).

Tabla 1.2- Composicion quimica de la muestra expresada como % de oxidos
respectivos (Lombardi, 2004).

muestra SiO2 AlkOs CaO MgO Na20 K20 Fe203 MnO TiO2 P20s

58,30 18,80 0,28 4,06 2,30 0,24 3,49 <0,01 0,73 0,04

Tabla 1.3- Grado de sustitucion isomorfica: tetraédrica (o), octaédrica por Fe (o),
octaédrica por Mg (u) y total (y) de la muestra de montmorillonita (expresado en
%)(Lombardi, 2004).

muestra Tetraédrica Octaédrica Total
o % Fe3*((p%) Mg2+(%pu) Y%oa=@+u %y=a+c
714 2,00 9,00 20,50 29,50 31,50

La formula estructural de la montmorillonita utilizada para media celda

unidad es:

[(Si 3,92Al 0,08)(Al 1,42 Fe3*0,18 Mg 0,41)O10(OH)2]M*0,49
donde M+* corresponde mayoritariamente a cationes sodio (montmorillonita
soédica natural).

Los elementos traza presentes en doce muestras de esmectitas de la
NorPatagonia Argentina fueron analizados por ICP (Viseras et al., 2006) para
determinar la posibilidad de utilizacion en formulaciones farmacéuticas. Los
resultados obtenidos se muestran en la Fig. 1.12. y se comparan con los
valores obtenidos para filosilicatos 2:1 grado farmacéutico (Viseras y Lopez-
Galindo, 1999) y arcillas comerciales espafiolas (Mascolo et al., 1999).
Teniendo en cuenta que los limites establecidos por la Farmacopea de los
Estados Unidos (USP) para los elementos Pb y As son 40 y S5 ppm
respectivamente para bentonitas y 15 y 3 para montmorillonitas; los minerales
extraidos de los yacimientos regionales cumplen con los limites establecidos

para bentonitas purificadas (USP, 2004a,b).
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1000 4 & N & esmectitas patagonicas
| L0 = arcillas farmacéuticas
\ A A arcillas comerciales espafiolas

Fig. 1.12- Elementos traza promedio (ppm) en arcillas de distinto origen
(Viseras et al., 2000)

Para las muestras totales y fraccion menor de 2pm se determinéd la
capacidad de intercambio catiénico (Lombardi, 2004) poniendo en contacto la
muestra, previamente homoionizada con Na*, con solucién 1M de cloruro de
amonio. El valor de CIC para la muestra natural fue de 104 meq/100gy 101
meq/100 g para la fraccion menor a 2 um. La superficie especifica
determinada utilizando etilenglicolmonoetil éter (EGME) es 607 m?2/g para el
mineral natural y 763 m2/g para la fracciéon menor a 2 ym (Lombardi, 2004).

Aplicando la Ec.11 y teniendo en cuenta la superficie del mineral
arcilloso utilizado en el presente estudio (607 m2/g) y su capacidad de
intercambio i6nico (104 meq/100g), se puede determinar que la superficie de
mineral disponible (S) para un equivalente de adsorbato catiénico monovalente
es 0,97 nm? considerando la superficie total y 0,88 nm?2 para la superficie
interna.

_ SEx10"

—_— (Ec.11)
CICxN

donde:

SE: superficie especifica (m2/g)
CIC: capacidad de intercambio catiénico (Eq/g)
N: n° de Avogadro

Los valores de IEP de las muestras naturales y la fracciéon arcilla se

determinaron por mediciéon del potencial de difusion equilibrando la muestra a
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pH 2 y en medio de KCI1 10-3 M, obteniéndose valores de 1,8 para muestra total

y 3,6 para fraccion menor a 2 um.

El analisis microbiologico del mineral (Viseras et al., 2006) revela que la
cantidad total de bacterias patégenas se encuentra por debajo del limite
establecido por la USP (menor a 5000 UFC/g). Otros requerimientos
farmacologicos como pH de la dispersion acuosa y volumen de sedimento
fueron considerados, encontrandose resultados que corresponden a

esmectitas sodicas y sistemas con elevada tendencia a coagular (Tabla 1.4).

Tabla 1.4- Propiedades de la suspension acuosa del mineral (Viseras et al., 2006)

Muestra pH (4g/100mL) Volumen de sobrenadante Volumen sedimentado
(3g/100mL) (2g/100mL)
714 9,0+ 0,1 0+0,5 23+1,0

Del analisis granulométrico del mineral (Viseras et al., 2006) se puede
observar que la mitad del total de particulas de la esmectita tienen tamafo
menor a 1 um, mientras que el tamano de todas las particulas se encuentra

por debajo de los 20 um (Tabla 1.5).

Tabla 1.5- Granulometria (%) del mineral (Viseras et al., 2006).

Muestra <1 ym 1-2 ym 2-5 ym 5-20 um
714 50,43 21,16 20,42 7,99

1.7 Experimental:

1.7.1 Separacion de la fraccion montmorillonita del mineral.

Las bentonitas estan formadas por minerales arcillosos esmectiticos
(montmorillonitas) y en menor proporcion por otros minerales, sustancias
humicas, 6xidos de hierro y calcita. El pequenio tamano de particula de la
montmorillonita (menor de 2pm) permite su separacion de la muestra total
(bentonita) mediante centrifugacion o por decantacion.

La separaciéon de la fraccion menor de 2pm de la bentonita se realizéd
poniendo en contacto 5 g del material seco, molido y tamizado (200 mesh) con
200 mL de agua destilada y centrifugando primeramente a 2000 rpm (650 x g)

durante 2 minutos utilizando una centrifuga Sorvall RC 5C (rotor Sorvall
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GSA). Se recuper6é el sobrenadante donde se encuentra la fraccion de
montmorillonita y se centrifugé nuevamente a 8000 rpm (10000 x g) durante
30 minutos para recuperar la muestra soélida.

El tiempo de sedimentacién de particulas en medio acuoso (T) en
funcion de la velocidad angular (N) de centrifugacién se calcul6 a partir de la

Ec.12 (Ross y Morrison, 1988):

T=(nxlogR/Rl)%3 SLu XN (p—p )]+2(ta +1,)/3 (Ec.12)

donde:

ta= tiempo de aceleracion (s)

tq= tiempo de desaceleracion (s)

n= viscosidad del medio liquido (poises)
Ri=radio axial inicial (cm)

R= radio axial final (cm)

r=radio de la particula (cm)

p= densidad de la particula (g/cms?)
po= densidad del medio liquido (g/cms3)

1.7.2 Homoionizado de montmorillonita con iones Ca2+

Se puso en contacto durante 24 h la montmorillonita con un volumen
adecuado de solucion de CaCl, 1N de manera que los miliequivalentes de Ca2*
agregados sean cinco veces superior a la CIC del mineral. Se mantuvo el
sistema en agitacion constante para favorecer el intercambio de iones Na* por
Ca2* y luego se centrifugé a 8000 rpm (10410 x g) durante 30 minutos.
Posteriormente se lavo la montmorillonita con agua destilada hasta que el
ensayo de iones cloruro en el sobrenadante resulté negativo. Para la

determinacién de cloruros se utilizé una solucién de AgCl 0,1 M.
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1.7.3 Concentracion critica de coagulacion (CCC) del mineral
arcilloso. Efecto del electrolito

A fin de evaluar el efecto de la concentracién la solucién utilizada como
electrolito en la coagulacion de una dispersion acuosa del mineral, se
determiné la concentracion critica de coagulacion en presencia de NaCl como
electrolito, sin control del pH del sistema.

Se prepararon las dispersiones del mineral seco y molido
(100mg/10mL) en tubos de 250 mL agregando soluciones de cloruro de sodio
cuyas concentraciones variaron entre 3x103 y 5x10-2 M. Los tubos fueron
agitados en vortex a fin de obtener un sistema homogéneo y luego se
mantuvieron en agitaciéon constante durante 6 horas; posteriormente fueron
centrifugados a 3000 rpm (1409 x g) durante S minutos. Se llevaron a cabo las
lecturas de % transmitancia de los sobrenadantes a 420nm utilizando un

espectrofotometro SHIMADZU 240.

1.7.4 Difraccion de rayos X (DRX)

Para el analisis por difraccién de rayos X se siguieron procedimientos de
rutina recopilados de Brindley y Brown (1980) y U. S. Geological Survey
(1984). Se prepararon dispersiones de la montmorillonita natural y
homoionizada con Ca2* (15 mg/mlL) en agua destilada y también en solucion
de NaCl 0,01M. Se agité en vortex hasta homogeneizar completamente el
sistema y 2 mL de dispersion fueron depositados sobre portaobjetos,
lograndose asi un preparado orientado segin (0Ol), a efectos de resaltar los

parametros basales.

Radiacion difractada
Radiacion incidante

filice mentmerillenita

Zonada irradiacion
lamina da vidric

Fig. 1.13- Preparado orientado para el analisis por DRX.
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Las muestras se dejaron secar durante 48 horas a 20°C y 36% de
humedad relativa.

Los diagramas de DRX fueron obtenidos utilizando un difractémetro
Rigaku DII Max Geigerflex equipado con anodo CuKa, A=1,5414 A, filtro de Ni,
a 40 kV, 20 mA y goniéometro horizontal.

Los registros se realizaron entre 2° y 40° (20), con una velocidad de
2°/min. La interpretacion de los diagramas se llevé a cabo con el software MDI
Jade 7 y el analisis matematico de los picos, cuando correspondio, se realizo

utilizando el programa PEAKFIT v4.

1.7.5 Métodos espectroscopicos

Espectroscopia UV-visible:

Se registraron los espectros UV-vis de dispersiones acuosas diluidas del
mineral arcilloso natural y homoionizado con Ca2?* (0,45 mg/mlL). Con el
objetivo de seleccionar las condiciones experimentales que minimicen la
dispersion de la luz por las particulas de arcilla en suspension para la
cuantificacion de adsorbatos en solucién, se registraron los espectros del
sobrenadante de la dispersion de las montmorillonitas centrifugadas bajo
diferentes condiciones. Las dispersiones fueron centrifugadas a 6000 rpm
(4025 x g), 8000 rpm (7155 x g) y 10000 rpm (11180 x g) durante distintos
tiempos (10 a 30 minutos) utilizando una centrifuga Sorvall RC 5C (rotor
SM24). Los espectros fueron obtenidos utilizando un espectrofotometro

SHIMADZU 240 con una cubeta de cuarzo de 1 cm de paso optico.

Espectroscopia IR:

Los espectros IR fueron registrados utilizando un Espectrofotometro
BUCK 500 (detector DLATGS) en la region 600-4000 cm-1. E1 KBr utilizado
como soporte para la preparacion de pastillas fue secado a 110°C durante 24
h para minimizar la presencia de agua absorbida y de esta manera obtener
una mejor resoluciéon en la region de vibraciones de tensién del grupo —OH
(3800-3200 cm-!). Se prepararon pastillas de KBr del mineral natural y del
mineral homoionizado con iones Ca2?* (3 mg/300mg KBr) utilizando una

prensa Beckman 00-25 (7,5 toneladas).
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1.7.6 Microscopia electronica de barrido (SEM)

La morfologia de las particulas se determiné por microscopia electréonica
de barrido con analisis de EDX en un equipo Philips SEM-JEOL-515; las
muestras fueron recubiertas con un film conductor de oro, siguiendo la

técnica de Goldstein y Muldoon (1977).

1.8 Resultados y Discusion

1.8.1 Concentracion critica de coagulacion del mineral arcilloso.
Efecto del electrolito

La Fig.1.14 muestra los % transmitancia (%T) de dispersiones acuosas
del mineral arcilloso preparadas a distintas fuerzas i6nicas. Elevados valores
de %T corresponden a una mayor coagulacion del mineral, mientras que bajos

valores de %T indican dispersion del mineral en el medio acuoso.

120 ~
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Fig. 1.14- Valores de transmitancia de dispersiones acuosas del mineral arcilloso para
distintas fuerzas idnicas.
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Para una concentraciéon de NaCl 0,02 M se observa un valor de 70 %T y
un cambio de las condiciones de dispersiéon. Este valor de concentraciéon
puede ser considerado como CCC (Baschini et al., 1999) para el mineral
seleccionado en el presente estudio.

La concentracion de cationes Na* en la dispersion correspondiente a
CCC (200 meq/100g) es superior a la CIC del mineral. Esta elevada
concentracion idnica ocasiona que las laminas de mineral coagulen.

Se seleccion6é como electrolito para los estudios de adsorcién una
solucion de NaCl 0,01 N ya que la correspondiente fuerza iénica se encuentra
levemente por debajo de la CCC, con lo cual es posible conservar la estabilidad

del sistema coloidal durante la experiencia.

1.8.2 Difraccion de rayos X (DRX)

Las técnicas instrumentales de identificacién de materiales cristalinos
de pequeno tamano de particula son las mas utilizadas para caracterizar
minerales arcillosos. El método de difraccion de rayos X se encuentra entre los
mas usados para obtener informaciéon acerca de las dimensiones cristalinas,
composicién quimica y secuenciacion de laminas. Esta técnica también es
utilizada para cuantificar la abundancia de minerales en materiales ricos en
arcillas.

En la Fig. 1.15 se observan los diagramas de DRX obtenidos a partir de
dispersiones acuosas correspondientes a montmorillonita natural sédica
cuyas reflexiones corresponden a d(001) 12,7 A, d(002) 6,2 Ay d(004) 3,1 Ay
a montmorillonita calcica con valores d(001) 15,4 A, d(002) 5,1 A y d(004) 3,0
A.
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Fig. 1.15- Diagrama DRX obtenido a partir de dispersiones acuosas de
montmorillonita s6dica natural y montmorillonita calcica.

El espaciado basal de 12,7 A observado en el diagrama de la muestra
natural dispersa en agua es caracteristico de una montmorillonita sédica con
una monocapa de agua en la region intercapa. Asimismo, en la muestra
homoionizada con calcio el espaciado basal de 15,44 A caracteriza a una
montmorillonita calcica (Moore y Reynolds, 1997).

En presencia de electrolito NaCl 0,01M las reflexiones de ambas
montmorillonitas se modifican (Fig. 1.16), observandose picos con un mayor

ensanchamiento y cambios en los valores de 2-6.
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Fig. 1.16- Diagrama DRX obtenido a partir de dispersiones de montmorillonita sodica
natural y montmorillonita calcica en NaCl 0,01 M.

En las Fig. 1.17 y 1.18 se muestran los ajustes entre los picos
experimentales y la resultante de la suma de las tres curvas Gaussianas

correspondientes a montmorillonita sédica natural y calcica respectivamente

en soluciones de NaCl 0,01 M.
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Fig. 1.17 - Descomposicion matematica del diagrama DRX de montmorillonita natural
en NaCl 0,01M

Para la montmorillonita natural la reflexion (001) se descompone en dos
picos a valores de 5,92 y 6,90° 20 correspondientes a espaciados basales de
14,9 y 12,8 A. La presencia de dos reflexiones evidencia distinto grado de
hidrataciéon en la intercapa del mineral. Se puede asignar la formacién de una
monocapa para el espacio intercapa de 12,8 A y una bicapa para 14,9 A.
Similares resultados fueron encontrados por otros autores (Pantanetti et al.,
2008) para montmorillonita homoionizada con Na* y suspendida en NaCl 0,1
M.
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Fig. 1.18- Descomposicion matematica del diagrama DRX de montmorillonita calcica
en NaCl 0,01M

Para la montmorillonita calcica dispersa en solucion de NaCl, la
reflexion (001) se descompone en dos reflexiones a valores de 6,00 y 6,86° 20
correspondientes a espaciados basales de 14,7 y 12,9 A. En este caso, el sodio
utilizado como electrolito soporte en concentraciones 100 veces superiores a la
del cation de intercambio, puede competir con parte del calcio intercambiable,
obteniéndose un espaciado basal caracteristico de montmorillonita sédica
(12,9 A) ademas de la reflexién correspondiente al mineral con Ca2* como

cation de intercambio (14,7 A).

1.8.3 Espectroscopia UV-vis

El principal problema del analisis por métodos espectroscépicos de
dispersiones acuosas de minerales arcillosos es la excesiva dispersiéon de luz e
insuficiente transmitancia como consecuencia de la elevada densidad optica
de la suspension.

La Fig. 1.19 muestra el espectro UV-vis de dispersiones acuosas
diluidas, donde se observa el estado de dispersion de las particulas del
mineral en sistemas que se mantuvieron estables durante el tiempo de

analisis.
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montmorillonita calcica
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Fig. 1.19- Espectro UV vis de dispersiones de minerales arcillosos (0,45 mg/mlL)

La centrifugacion de la dispersiéon del mineral reduce significativamente
el niumero de particulas en el sistema acuoso principalmente en la region del
espectro correspondiente a radiacion visible. A modo de ejemplo, la Fig. 1.20
muestra el espectro de una dispersion del mineral que fue centrifugada a 8000

rpm (7100 x g) durante 30 minutos.

2,5
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\
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Fig. 1.20- Espectro UV vis de dispersion del mineral arcilloso centrifugado.
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1.8.4 Espectroscopia IR

La espectroscopia infrarroja es un método complementario a la
difracciéon de rayos X para el analisis de minerales arcillosos. El espectro IR de
un mineral ofrece informaciéon sobre estructura y grado de regularidad,
naturaleza de las sustituciones isomorficas, permite diferenciar agua
molecular de grupo hidroxilo estructural y la presencia de impurezas
cristalinas y no cristalinas (Farmer, 1979). En muchos casos, es posible
identificar el mineral mediante el analisis de su espectro IR.

La Fig. 1.21 muestra el espectro IR correspondiente al mineral arcilloso
seleccionado para el presente estudio y el mineral con Ca2* como cation de
intercambio.

El proceso de homoionizado no produce cambios en la bandas que
corresponden a los grupos estructurales del mineral.

La interpretacion de los espectros obtenidos en la region del IR medio
(4000-600 cm-!) corresponde a los autores Farmer y Russell (1964), Farmer

(1979) y Russell y Fraser (1994) y se presenta en la Tabla 1.6.

. .. 2+
ineral homoionizado con Ca
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9
8 T AlFeOH
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=
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estructural
.-§. AIAIOH
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Fig. 1.21- Espectro IR en KBr del mineral arcilloso natural y homoionizado con CaZ2*.
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Tabla 1.6- Asignacion de bandas de absorcion IR para muestras preparadas en KBr.

3422 tension —-OH de agua
1634 deformacion —-OH de agua
1041 tension Si-O

917 deformacion AIAIOH
885 deformacion AlIFeOH
842

deformacion AlFeOH

En la Fig. 1.22 se presentan los espectros IR del mineral seleccionado

para los estudios de adsorciéon y la montmorillonita de Wyoming SWy-2.

No se observan modificaciones en las posiciones e intensidades de las

bandas correspondientes a los grupos presentan en la estructura de la

montmorillonita utilizada en el estudio respecto de la montmorillonita patron;

sb6lo se observan cambios en las intensidades de las bandas correspondientes

a las frecuencias de los modos vibracionales del agua.

120 —

—— montmorillonita utilizada en estudio
—— montmorillonita Wyoming
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Fig. 1.22- Espectros IR del mineral arcilloso natural y montmorillonita de Wyoming en

KBr.
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1.8.5 Microscopia electronica de barrido (SEM)

La montmorillonita seleccionada para el presente estudio presenta una
morfologia de particulas con habitos laminares y bordes crenulados (Fig. 1.23)
caracteristica de las esmectitas.

El analisis de diferentes regiones de la muestra, reveld6 una gran
homogeneidad en la disposicién de las laminas en un arreglo tridimensional,
del tipo cara-cara y cara-borde. Esta segunda asociacion entre particulas,
debido a la baja sustitucion isomorfica tetraédrica de 2% (Tabla 1.3) en las
caras de la muestra, esta generada principalmente por unién entre los bordes
cargados positivamente y las caras cargadas negativamente.

El analisis EDAX de la montmorillonita homoionizada con Ca?" mostr6
que el elemento mayoritario es Si y luego en menor abundancia el Al, Fe, Cay

Na, confirmando el analisis quimico de la muestra.

Hw | Det Mag Date
20 kY | sec [ 70500 « | 15-03-08, 0:19 | 500 nrr

Fig. 1.23- Microfotografia SEM de la montmorillonita homoionizada con CaZ2*.
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1.9 Conclusiones

Las bentonitas de la region NorPatagoénica Argentina tienen como
componente mayoritario a la montmorillonita. Para la eleccién del adsorbente
utilizado en el presente estudio se tuvo en cuenta, ademas de la composicion y
disponibilidad del mineral, las caracteristicas superficiales del mismo como
son el area superficial y la capacidad de intercambio catidénico. La
montmorillonita seleccionada presenta elevada superficie especifica y
capacidad de intercambio i6nico, propiedades esenciales para su utilizacion
como adsorbente. Las observaciones realizadas por microscopia electrénica
evidenciaron, predominancia de asociaciéon tipo “cara-cara” entre particulas,
indicandola como buen adsorbente de moléculas polares en la intercapa.

Las dispersiones acuosas del mineral arcilloso mostraron ser estables
en presencia de NaCl hasta una concentracién igual o menor a 0,01 M. La
centrifugacion de la dispersion del mineral (7155 x g) reduce
significativamente el numero de particulas en el sistema acuoso y permite el
analisis del adsorbato en la solucién por espectroscopia UV-vis.

Debido a que el espaciado basal de la montmorillonita esta determinado
por el grado de hidratacion del mineral y por los cationes de intercambio
presentes en la intercapa, el analisis de las reflexiones observadas en los

diagramas de DRX debe considerar ambos factores.
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2 ANTIBIOTICOS UTILIZADOS EN MEDICINA HUMANA Y
VETERINARIA. GENERALIDADES Y EXPERIMENTOS CON
TETRACICLINA.

2.1 Utilizacion de antibidticos y su distribucion en el medio
ambiente.

El término antibidtico se asigna normalmente a un amplio rango de
compuestos, naturales o semisintéticos, que poseen actividad antibacteriana
(Kanfer et al., 1998). Desde el descubrimiento de la penicilina en 1928, cientos
de antibioticos estan disponibles para su utilizacién en el tratamiento de
enfermedades en humanos y animales, como promotores de crecimiento y
para mejorar la eficiencia de la alimentacion (Adison, 1984). Actualmente, los
antibioticos tienen un rol importante en practicas agricolas modernas e
industrias ganaderas y su utilizacion se ha incrementado en muchos paises
desarrollados. El uso que de ellos se hace, como preventivo y en el tratamiento
de diversas infecciones, ha logrado que estos compuestos sean unos de los
mas ampliamente difundidos para el cuidado de la salud humana y animal
(Chambers, 2001).

Debido a la alta solubilidad en agua que presentan estos compuestos
quimicos, son excretados en elevadas proporciones por los organismos a
través de orina y heces, estas ultimas utilizadas en ocasiones como abonos de
suelos. Los residuos procedentes de las industrias farmacéuticas asi como los
hospitalarios constituyen otras vias de acceso de los antibiéticos al ambiente,
generando un ciclo que les permite llegar con cierta facilidad a las aguas
superficiales, suelos e incluso aguas subterraneas, donde se encuentran en
concentraciones del orden de unos pocos nanogramos a microgramos por litro
o kilogramo (Grung et al., 2008). Se han encontrado antibiéticos en zonas
cercanas a lagunas con desechos de la cria de cerdos en concentraciones de
0,7 mg/L, manifestando que estos compuestos han sido transportados a
través de los contornos arcillosos que se encuentran generalmente en zonas de
desechos (Meyer et al., 2000).

La presencia de antibioticos en el medio acuatico ha despertado dos
potenciales problemas. Por un lado, la continua exposicion de
microorganismos a residuos de antibidticos incorporados al ambiente

contribuye a generar resistencia en las poblaciones microbianas y, ademas,
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pueden actuar como sustancias toxicas para diferentes organismos acuaticos,
llegando a producir efectos adversos en edades tempranas de su desarrollo
(Wollemberg et al., 2000; Kumpel et al., 2001; Aksu y Tung, 2004). El
incremento de bacterias resistentes en efluentes de hospitales y plantas
farmacéuticas ha sido informado por varios autores (Witte, et al., 1998; Goni-
Urriza et al., 2000), siendo un potencial problema para la salud publica el
destino final de los antibioticos.

Los procesos de adsorcién, desorcion y degradaciéon en suelos son
determinados por las propiedades fisicoquimicas del antibiético, tales como
sus constantes de acidez y solubilidad en agua. Cuando estos compuestos
quimicos entran en contacto con los suelos son capaces de reaccionar y
formar complejos principalmente con los minerales arcillosos que los
componen, tales como las montmorillonitas, vermiculitas, illitas y caolinitas.

Los antibidticos pertenecientes a las tetraciclinas (TCs) y las
sulfonamidas (SAs) constituyen un grupo importante dentro de las practicas
medicinales. Las TCs son los antibidticos utilizados mas ampliamente en los
Estados Unidos en medicina veterinaria (Yang y Carlson, 2003). Las
tetraciclinas constituyen un grupo de agentes antibacterianos de amplio
espectro, muy utilizados contra microorganismos gram-positivo y gram-
negativo, que actuan inhibiendo la sintesis de las proteinas bacterianas. En
particular, los agentes antimicrobianos como las tetraciclinas son utilizados
en el tratamiento de enfermedades periodontales causadas por
microorganismos que crecen en la placa dental (Goodson et al.,, 1991,
Vandekerckhove et al., 1997). La tetraciclina, clindamicina y eritromicina son
frecuentemente utilizadas en aplicaciones topicas. El tratamiento antibi6tico
topico es reconocido como efectivo y seguro para el tratamiento del acné
(Toyoda y Morohashi, 1998).

Sin embargo, el uso sistematico de antibidticos de amplio espectro,
como las tetraciclinas, puede causar un incremento en la resistencia
bacteriana o interferencia con otras drogas produciendo varios efectos
adversos. Por lo tanto, ha sido sugerida la administracion de drogas
antimicrobianas directamente en la cavidad periodontal como una forma de
evitar complicaciones sistémicas y alcanzar areas localizadas de destruccion
periodontal. Las tetraciclinas se encuentran entre los antibiéticos mas

ampliamente utilizados para la liberacion local siendo incorporadas en una
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amplia variedad de sistemas de liberacion como fibras poliméricas, bandas
acrilicas, formulaciones con colageno, balsamos y pastas, para la insercién en

cavidades periodontales (Esposito et al., 1997).

.

2.2 Propiedades fisicoquimicas de los antibioticos seleccionados
como adsorbatos.

Las tetraciclinas son drogas polares anféteras, inestables en medios
acidos o alcalinos y susceptibles a fotodegradaciéon. Como se observa en su
estructura (Fig.2.1), estan constituidas por cuatro anillos fusionados, de ahi
su denominacién, y un sistema cromoéforo comun (anillos B, C y D) que les
confiere un color amarillo.

Unidos a estos cuatro anillos se presentan grupos funcionales hidroxilo,

amida, amina, carbonilos y metilos.
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OH O OH O @)

Fig.2.1- Estructura quimica general de las tetraciclinas.

Los compuestos pertenecientes a esta familia de antibidticos presentan
la siguiente composicion: las posiciones 1,3,10,11,11a,12,12a, no sufren
modificaciones, el grupo acilo se encuentra en la posiciéon 2, dimetilamino en
la posicion 4, en la posicién 5 se puede encontrar el grupo hidroxilo, carbonilo
o hidrégeno, la posicion 6 puede presentar grupos que le otorguen mayor
estabilidad o actividad a la droga, la posicién 7 puede presentar los grupos Cl,
F, Br, NO,, y aminas terciarias (Tabla 2.1), la posicion 8 puede presentar
grupos donantes de electrones y los grupos en posicion 9 determinan las
propiedades del antibiético en relacion a la resistencia bacteriana (Gringauz,
1997).
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La actividad biolégica in vivo de las tetraciclinas esta relacionada con su
estructura y propiedades estereoquimicas. Los grupos funcionales en
posiciones 5, 6 y 7 pueden variar sin alterar la actividad antimicrobiana
mientras que las configuraciones de los carbonos 5a y 4 son esenciales para
dicha actividad. El grupo dimetilamino del C4 de la tetraciclina se encuentra
diaxialmente eclipsado con respecto al hidroxilo del C12a; en solucién acida,
se establece el equilibrio con la epitetraciclina (Fig. 2.2). Un cambio en la
configuracion del C4 conduce a la formacién de epitetraciclina que es

relativamente inactiva (Ali, 1984).

(E)

OH @) OH @) @)

Fig. 2.2.- Estructura quimica de epitetraciclina

Tabla 2.1- Grupos funcionales presentes en los antibi6ticos de la familia de las

tetraciclinas.

Tetraciclinas R7 R6 RS
Clortetraciclina -Cl1 -CH3 -H
Oxitetraciclina -H -CH3 -OH
Tetraciclina -H -CH3 -H
Demeclociclina -Cl -H -H
Metaciclina -H =CHy* -OH
Doxiciclina -H -CHz* -OH
minociclina -N(CH3)2 -H -H

* Indica que no existen -OH en posicion 6 en las moléculas correspondientes.

Uno de los integrantes de la familia de las tetraciclinas es la tetraciclina
propiamente dicha (4p-dimetilamino-1,4,4a,5,5a,6,11,12a-octahidro-
3,6a,10,12,12aB-pentahidroxi-6-metil-1,11-dioxonaftacen-2-carboxamida), de
formula molecular CzoH24N20Os . Es una sustancia cristalina, con un peso

molecular de 480,9. La molécula de tetraciclina (TC) presenta cinco centros de
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asimetria: C-4, C-4a, C-5a, C-6 y C-12a. Es una sustancia soluble en agua
(10,9 mg/mL a 28°C) y en soluciones acuosas de hidréxidos alcalinos,
ligeramente soluble en alcohol y practicamente insoluble en varios solventes
organicos (Weiss et al., 1957); su punto de fusion es de 170-173 °C, con
descomposicion.

La TC adopta diferentes conformaciones dependientes del solvente, del
pH del medio y de la presencia de metales. En medios neutros y acidos, la
molécula adopta la conformacion plegada (B) donde el grupo dimetilamino de
la posicion 4 se encuentra sobre el sistema de anillos BCD a fin de liberar el
impedimento estérico entre el nitrogeno protonado del grupo dimetilamino y el
grupo —OH de la posiciéon 12a (Mitscher et al., 1968). En la conformacion
plegada el N4, que se encuentra protonado, interacciona con la carga negativa
deslocalizada en el anillo A (pKa 3,3) y se observa efecto Cotton negativo en la
region UV del espectro de dicroismo circular (Wessels et al., 1998). En medios
basicos o no acuosos el equilibrio conformacional se desplaza a la forma
extendida (A) donde el grupo dimetilamino se encuentra debajo del plano
dispuesto por el sistema de anillos BCD. Esta conformacién es estabilizada
por fuertes interacciones puente hidrogeno entre el nitrogeno deprotonado de
la posicion 4 y el OH de la posicion 12a. El equilibrio entre estas dos
conformaciones juega un rol importante en las propiedades farmacocinéticas
de la TC (Stezowski y Prewo, 1977). Ademas de los estudios llevados a cabo
por Mitscher et al. (1968), otros autores analizaron las conformaciones de
tetraciclinas en solventes no acuosos (Schach von Wittenau y Blackwood,
1966) y en estado cristalino (von Dreele y Hughes, 1971) a fin de relacionar la
conformaciéon con el estado idnico de las tetraciclinas, con resultados no
siempre coincidentes. Estudios  espectroscopicos de dicroismo circular
sefialan dos conformaciones de TC por encima y por debajo de pH 8 (Lambs et
al., 1988b), resultados consistentes con estudios tedricos (Duarte et al., 1999;
Laning et al., 1999), que describen a la tetraciclina como una molécula que
responde estructuralmente al medio quimico en que se encuentre.

Las dimensiones de la molécula calculadas utilizando el programa
Gaussian (GO3w rev B.04) y optimizando de las conformaciones extendida y

plegada de TC se muestran en la Fig. 2.3.
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Fig. 2.3- Conformaciones extendida(A) y plegada (B) de tetraciclina. Los atomos de
oxigeno, nitrégeno e hidrégeno son representados en color rojo, azul y blanco
respectivamente.

2.2.1 Reacciones de protonacion-deprotonacion

La molécula de TC presenta diferentes grupos que pueden sufrir
reacciones de protonacion-deprotonacion y asi generar diferentes especies
i6énicas segin el pH de la soluciéon acuosa en la cual se encuentra disuelta
(Qiang y Adams, 2004). La especie totalmente protonada de TC existe a bajos
valores de pH (Fig. 2.4), es una especie monocationica que se identificara como
TCHas*.

El estudio de las reacciones protonacién-deprotonaciéon de TC ha

conducido a resultados contradictorios fundamentalmente en lo que se refiere
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a la asignacion de los grupos de caracter acido de TC con las respectivas

constantes de disociacion.

Fig. 2.4.- Estructura de tetraciclina totalmente protonada.

Teniendo en cuenta el estudio llevado a cabo por Leeson et al., 1963,
cuando el pH se incrementa tiene lugar el primer paso de deprotonaciéon en el
grupo hidroxilo de la posicién 3 (pKa;=3,3), generando una especie con un
grupo cargado negativamente y un grupo con carga positiva. La carga neta de
esta especie es cero y se identificara como TCHy". La forma zwitteriénica de TC
(TCH2") es la predominante en el rango de pH de optima actividad
antimicrobiana (pH: 5,5-6) y presenta ambos centros de carga en el anillo A.
La segunda deprotonacién tiene lugar en el sistema de los grupos en
posiciones 11 y 12 (pKap=7,7), resultando en una especie con dos grupos
cargados negativamente y un grupo con carga positiva. La carga neta de esta
especie es -1 y se denominara TCH-. Finalmente, la tercera deprotonacion
involucra el proton del grupo trialquilamino unido al C de la posicion 4
(pKasz=9,5), dando lugar a una especie con dos cargas negativas identificada
como TC2. En la Fig. 2.5 se muestra el diagrama de distribucién de las

especies de tetraciclina en funcién del pH.
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Fig. 2.5- Diagrama de distribucion de especies de tetraciclina.

La minociclina (MC) es otro de los antibioticos pertenecientes a la
familia de las tetraciclinas (Tabla 2.1), cuya férmula molecular es C,3H27N3O7.
Puede ser considerada un acido tetraprotico, con valores de pKa 5 y 9,5 para
los grupos amino aromatico en posicién 7 y trialquilamino en posiciéon 4,
respectivamente, y valores de 2,8 y 7,8 para los grupos hidroxilos (Orti et al.,
2000). La minociclina se presenta como especie con carga eléctrica segun el
pH del medio. En la Fig. 2.6 se muestra el diagrama de especiacion del
antibidtico donde se pone de manifiesto que hasta valores de pH 6, la
minociclina existe en su forma cationica MCH4* y MCHs*, entre pH 6 y 8
prevalece su forma neutra MCH," y a partir de pH 8 se presenta en forma
anionica MCH- y MC2-.

100 ~

80

Abundancia (%)

0 2 4 6 pH 8 10 12 14

Fig. 2.6- Diagrama de distribucion de especies de minociclina.
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2.2.2 Formacion de complejos con cationes divalentes

Debido a la presencia de grupos dadores de electrones en la estructura
de las tetraciclinas (N4-OH12a y 010-012), con la capacidad de formar
puentes de hidrégeno intramoleculares, estas sustancias tienen propiedades
quelantes y forman complejos insolubles con sales de hierro, calcio, magnesio
o aluminio (Wessels et al., 1998; Mackay y Canterbury, 2005; Gu et al.,
2007). Se han llevado a cabo numerosos estudios acerca de la afinidad,
estequiometria y sitios de unién de cationes divalentes de interés fisiologico,
como Ca2?* y Mg2*, con tetraciclinas. La formacién de complejos metalicos ha
sido indicada como responsable de interferir con el proceso de crecimiento
bacteriano (White y Cantor, 1971; Hinrichs et al., 1994). Utilizando una
amplia variedad de métodos espectroscopicos y electroquimicos se
encontraron estequiometrias 1:1, 1:2 y 2:1 (Ca2*: TC) (Tabla 2.2) en solucién
acuosa y para un rango de pH entre 6,5 y 8,5 (Martin, 1979; Lambs et al.,
1988a, Wessels et al., 1998; Schmitt y Schneider, 2000).

Tabla 2.2- Constantes de formacion de complejos Ca:TC (Brion et al., 1981).

CaTC 4,46

Ca,TC 8,67

Ca:TC Ca(TC)s 8,73
Ca (TC)(TCH) 17,62

Ca(TCH)s 25,54

En la Fig.2.7 se presenta las curvas de distribucién de especies Ca:TC
en soluciéon calculadas teniendo en cuenta los valores de pKa de TC y la
constante de formacion de complejo Ca:TC (relacion molar 1:1).

A bajos valores de pH las especies predominantes son TCHz* y
CaTCHjy2*. Entre pH 7 y 8,5 las especies mas abundantes son CaTCH.2* y
CaTCH+*, mientras que a partir de pH 10 predominan las especies CaTC y TC2-.
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Fig. 2.7- Diagrama de distribucion de especies de TC en presencia de Ca?*en
solucion (TC: 0,01M y Ca2*: 0,01 M), calculadas utilizando en programa MINEQL.

La presencia de varios sitios de coordinacion con iones metalicos en la
molécula de TC incrementa la complejidad del sistema. Ademas, la interaccion
con iones metalicos altera los valores de pKa de TC y por lo tanto el estado
iénico del complejo. Otro factor que afecta la unién con iones metalicos son los
cambios conformacionales relacionados con el estado de protonacion de las
tetraciclinas. Jin et al. (2007) informaron un incremento en la afinidad de
tetraciclina por el cation Ca2* a medida que aumenta el pH en un rango de 6,5
y 11,0 unidades y una relacién molar Ca:TC constante e igual a 1:1 para todos
los valores de pH analizados. Se propuso que las bases para la formacion de
complejos es mas especifica que la simple compensacion de cargas debido a
que la relacién molar Ca:TC se mantiene constante atiin cuando aumenta la
carga negativa de TC a medida que aumenta el pH. La uniéon de TC a Ca2*
determina el estado de protonacién de TC. La carga neta del complejo Ca:TC
es constante e igual a cero debido a que el cation Ca2?* altera los valores de
pKa de los grupos del sistema dicarbonilico en posiciones 11 y 12 y del grupo
trialaquilamino unido al C de la posicion 4; estos dos grupos estan
directamente involucrados en la interaccion con Ca2*. La deprotonacion del
grupo dimetilamonio se relaciona con cambios conformacionales de plegada a

extendida (Mitscher et al., 1968; Lambs et al., 1988b); por lo tanto el Ca2*
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induce un cambio conformacional mas significativamente entre pH 7,5 y 8,5
donde un protén es removido como resultado de la interaccién con CaZ2+.

Aunque se han utilizado una gran variedad de técnicas para estudiar la
formacion de complejos de tetraciclinas, los resultados obtenidos son
parcialmente contradictorios respecto de la asignacién de sitios de quelacién.
Por ejemplo, Newman y Frank (1976) estudiaron por dicroismo circular la
formacion de complejos de tetraciclina con Ca2?* y Mg2+ y propusieron que
tanto el nitrégeno de la posicion 4 como el grupo amida de la posicién 2 no
estan afectados en la interaccion con los cationes divalentes. Por otra parte,
Mitscher et al (1972) propusieron que por debajo de pH 7,5 el Ca2* se une al
sistema de anillos BCD de la molécula de tetraciclina, mientras que a valores
de pH superiores un segundo catién se une a través del grupo trialquilamino
de la posiciébn 4 e hidroxilo de la posicion 12a. Lambs et al. (1988b)
propusieron que los sitios de quelacion para Ca,TC son los grupos N4-O3 y
010-012. Williamson y Everett (1975) utilizaron dimetilsulféxido (DMSO)
como solvente y sugirieron la interaccion de Ca2* con el sistema tricarbonilico
del anillo A.

Teniendo en cuenta las propiedades acido-base de las tetraciclinas y la
presencia de iones metalicos en el organismo, es de importancia conocer el
comportamiento de estos ligandos con los protones y metales del medio. La
absorciéon gastrointestinal de estos antibiéticos es afectada por la presencia de
iones metalicos (Neuvonen y Turakka, 1974) como también la capacidad de las
tetraciclinas de alcanzar un tejido y ejercer su accion terapéutica depende del
estado quimico en el cual es distribuida en el plasma sanguineo (Lambs et al.,
1984).

2.2.3 Propiedades espectroscopicas

La molécula de TC presenta dos regiones cromofoéricas localizadas en el
anillo A de la molécula y en el anillo BCD separadas por el enlace C12a-C4a
que adoptan diferentes orientaciones relativas segun el estado de protonacion
o la formaciéon de complejos (Hughes, et al., 1979, Martin, 1985). El espectro
de absorciéon, en la region UV-vis de una solucién de TC en medio acido
presenta tres bandas a 220, 275 y 357 nm. El sistema tricarbonilico del anillo

A contribuye a una fuerte banda de absorcién a 275 nm mientras que las
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transiciones m-rti* del croméforo BCD contribuyen a los tres maximos de
absorcion (McCormik et al., 1957). A medida que aumenta el pH, se observa
un corrimiento batocrémico en la banda correspondiente a la region visible a
369 nm cuando predomina la especie TCH- y a 380 nm para la especie TC?2-
(Smyth et al., 1978).Los coeficientes de extincion molar de soluciones de

tetraciclina en diferentes solventes se muestra en la Tabla 2.3.

Tabla 2.3.- Coeficientes de extincion molar de soluciones de tetraciclina (Ali, 1984).

A max (nm) 363 356 380
270 269 268
¢ (dm3mol-lcm-1) 15940 14480 17580
16590 18380 14360

Debido a la presencia de varios grupos carbonilos en la estructura de
las tetraciclinas, se observa una banda ancha y muy intensa alrededor de
1700 cm! en el espectro IR y una banda a 1670 cm-! correspondiente al grupo
amida. El espectro IR de las tetraciclinas difiere en la regién de la huella
digital (1500-600 cm-!). Las asignaciones de los grupos funcionales con los

numeros de onda correspondientes se presentan en la Tabla 2.4.

Tabla 2.4- Tabla de correlacion IR para los principales grupos presentes en la
estructura de las tetraciclinas (Ali, 1984).

namero de onda (cm -1) Grupo
3620 O-H alcohol terciario
3610 O-H fendlico
3600-3500 O-H puente H intramolecular
3500-3400 N-H de amidas (tension)
3030 C-H aromaticos
2960 C-H de -CHs (tensidn)
2850 C-H de -CH: (tensidn)

2700-2250 (una banda NHRs* (tension —-NH+)
ancha o grupos de bandas
agudas)
1715 C=0 anillo de 6 miembros
(tension)
1690 Ar-C=0 (tension)
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namero de onda

____(em})
1675 C=0 o-p no saturado (tensidn)
1690-1650 C=0 (tension) amidas banda I
1580 C=C aromaticos
1615 C=0 o-p no saturado con -OH
en f} (tensién).
1600-1520 N-H de amidas (deformacion)
banda II
1466 —CH: (deformacion)
1360-1250 Ar-N (tension) C-N
1200 OH fenoles (deformacion)
1150 C-0 alcoholes terciarios
710-690 C-H (deformacion fuera del
plano)

2.2.4 Estabilidad de antibioticos segin condiciones de
almacenamiento

Las condiciones que determinan la degradacion de antibioticos de la
familia de las tetraciclinas son la exposicion a la luz, temperatura ambiental y
pH del medio en el que se encuentran, siendo de baja importancia la
proporcion de oxigeno presente (Sgeborg et al., 2004).

Debido a la estructura quimica compleja y la presencia de diferentes
grupos funcionales en la molécula, las reacciones que presenta la TC segun el
pH del medio son diversas. La inestabilidad quimica de la droga involucra

principalmente al grupo hidroxilo de la posicion 6.

En medio acido: Cuando la TC es expuesta a soluciones acidas o es
almacenada en condiciones inapropiadas sufre deshidratacion, afectando los
grupos de las posiciones 5a y 6, obteniéndose anhidrotetraciclina (Fig. 2.8).
Este producto de deshidratacion se forma progresivamente a pH menor a 2 y
con calentamiento. La anhidrotetraciclina posee bioactividad in vitro pero no

se han encontrado aplicaciones clinicas.
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Fig. 2.8- Estructura de anhidrotetraciclina

En medio basico: En medio basico intervienen los grupos de las posiciones 6

y 11 y se obtiene isotetraciclina (Fig. 2.9) como producto de degradacioén.

Fig. 2.9- Estructura de isotetraciclina

En disoluciones de pH entre 2 y 6 las tetraciclinas experimentan
epimerizaciéon en el atomo de carbono 4, alcanzandose el equilibrio cuando se
han formado cantidades aproximadamente iguales de ambos isémeros. La
reaccion es reversible y se produce debido al impedimento estérico de los
grupos trialquilamino de la posicién 4 y el hidroxilo de la posiciéon 12a, cuando
estan axialmente eclipsados (Fig.2.10). En medio basico y presencia de
metales quelantes es posible obtener el isémero bioactivo debido a que el
metal interacciona con los grupos trialquilamino de posicion 4 e hidroxilo de
posicion 12a superando el impedimento estérico de los grupos (Mitscher et al.,

1968).
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Fig. 2.10.- Estructuras de tetraciclina y epitetraciclina.

Las tetraciclinas son estables en medio neutro o ligeramente acido. A
valores de pH extremos y especialmente a elevadas temperaturas, la
bioactividad se pierde progresivamente (Mitscher, 1978). La droga soélida
almacenada a 20 °C y en ambientes de baja humedad relativa es muy estable,

presentando un tgo de S0 afios (Dihuidi et al., 1982).

2.3 Propiedades antimicrobianas de las tetraciclinas

En el afio 1.945 se descubre la primera tetraciclina, extraida del caldo
de cultivo de una cepa de Streptomyces aureofaciens, recibiendo por ello el
nombre de aureomicina, compuesto al que actualmente se denomina
clortetraciclina. El segundo componente del grupo fue aislado a partir de una
cepa mutante de Streptomyces y se denomindé demeclociclina. Estos dos
antibioticos, junto con oxitetraciclina y tetraciclina, constituyen las
tetraciclinas de primera generacion o naturales, las restantes son derivados
semisintéticos y forman las tetraciclinas de segunda generacion, en la que se
incluyen metaciclina, doxiciclina y minociclina.

Las tetraciclinas son antibiéticos bacteriostaticos que inhiben una serie
de reacciones enzimaticas esenciales de procesos vitales de las células
bacterianas como la sintesis de proteinas. En la Fig. 2.11 se representa

esquematicamente la acciéon de doxiciclina en el ribosoma:
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Fig. 2.11- Accion de tetraciclinas en la sintesis de proteinas bacterianas
Fuente: leptopirosisenclasess.blogspot.com

Las tetraciclinas actian uniéndose especificamente al ribosoma 30S de
las bacterias previniendo la union del grupo aminoacilo del ARNt al complejo
ARN-ribosoma. La asociaciéon TC-ribosoma 30S es reversible y explicaria su
efecto bacteriostatico. Estos antibiéticos pueden, ademas, alterar la
membrana citoplasmatica y de esta manera causar pérdida de nucleétidos y
otras sustancias al exterior celular. Este efecto no produce la muerte de la
bacteria pero si su inhibicion.

La eficiencia de las tetraciclinas ha ido disminuyendo en el tiempo
debido a la amplia existencia de genes de resistencia, probablemente como
consecuencia del prolongado y extenso uso de estos antibiéticos en los seres
humanos y como promotores del crecimiento en animales (Sarmah et al.,
2006). Sin embargo, siguen siendo eficaces en gran numero de infecciones
(Chopra, 2001; Roberts, 2003). La resistencia a las tetraciclinas puede ser
natural o adquirida y debida a diferentes mecanismos como pueden ser: la
disminucién en la acumulacion intracelular por bombeo activo asociado a la
membrana, la presencia de proteinas de proteccion ribosomal que permiten
actuar al ARNt en presencia del antibiético o mutaciones en el ARNr (Ross et
al., 2001).

Estos agentes quimioterapéuticos se caracterizan por la efectividad de
su accion antimicrobiana frente a una amplia variedad de bacterias gram
positivas y gram negativas, ademas de virus, tales como miembros del grupo
linfogranuloma (Tabla 2.5). Las tetraciclinas son indicadas para el tratamiento
de infecciones del conducto biliar, de la boca, del intestino, desordenes

respiratorios de origen bacteriano como bronquitis, brucelosis, tularemia,
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pasteurelosis, leptospirosis, célera y riketsiosis. Las tetraciclinas inhiben,
ademas, la amiloidogenesis y la infectividad de priones asociada con
desordenes neurodegenerativos como la enfermedad de Alzheimer y la
encefalopatia espongiforme bovina respectivamente. El mecanismo de accion
propuesto en este Ultimo caso es por interaccion directa con regiones
hidrofébicas de la proteina del prion.

La minociclina presenta una adecuada penetraciéon en el cerebro y
fluidos cerebroespinales (Aronson, 1980; Wu et al., 2002; Colovic y Caccia,
2003). Ha sido propuesta como un potente inhibidor de la activacién y
proliferacion microglial, sin accién directa conocida en astrocitos o neuronas
(Amin et al., 1996; Tikka y Koistinaho, 2001; Tikka et al., 2001). Ademas, se
han demostrado sus propiedades como agente neuroprotector en animales
(Stirling et al., 2004), en el tratamiento de la enfermedad de Parkinson (Wu et

al., 2002; Blum et al., 2004) y esclerosis multiple (Brundula et al., 2002).

Tabla 2.5.-Concentracion de tetraciclinas que inhiben completamente el crecimiento

ANTIBIOTICOS
Escherichia Hemophilus Mycobacteri}lm Péomo
coli influenzae tuberculosis aeruginosa
tetraciclina 1,17 0,312 25 0,195
clortetraciclina 1,45 0,312 25 0,147
oxitetraciclina 1,17 0,312 14 0,29
Farmacocinética:

Las tetraciclinas son administradas principalmente por via oral, aunque
existen algunos compuestos que también pueden ser administrados por via
intravenosa como la oxitetraciclina, doxiciclina y minociclina. Los antibiéticos
que se administran por via oral se absorben de manera variable en el

estomago y en el intestino delgado: la doxiciclina y minociclina presentan la
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maxima absorcion (90-100 %). Interfieren en su absorcién el hierro y otros
elementos o medicamentos que formen complejos con las tetraciclinas como el
calcio, aluminio, bismuto, magnesio, cimetidina y omeprazol (Pérez-Trallero et
al., 2003). Las concentraciones séricas correspondientes a una dosis oral
normal son de 1,5-4,0 pg/mL. Difunden en tejidos y liquidos por su
liposolubilidad y se metabolizan en el higado. Segun su perfil farmacocinético
pueden agruparse en tres categorias:

» vida media o semivida corta (5-9h): clortetraciclina, oxitetraciclina y

tetraciclina.
» semivida intermedia (10-14h): demeclociclina y metaciclina.

» semivida larga (16-18h): doxiciclina y minociclina.

Las principales vias de eliminacién son el rinon y la via biliar. La
eliminacion por orina es variable, siendo del 6 % para minociclina y 60 % para
tetraciclina; por lo que para la tetraciclina se alcanzan concentraciones
terapéuticas en orina adecuadas para el tratamiento de infecciones urinarias

(Pérez-Trallero et al., 2003).

2.4 Experimental:

2.4.1 Concentracion critica de coagulacion del mineral arcilloso
utilizado en los estudios de adsorcion. Efecto del adsorbato
organico.

Se prepararon las dispersiones del mineral seco y molido (100
mg/10mL) sin ajuste de pH y a pH 3, en soluciones de cloruro de sodio cuyas
concentraciones variaron entre O y 3x10-2 M. Los tubos preparados con 14 mL
de dispersion del mineral arcilloso, fueron agitados en vortex para su
homogenizaciéon y luego se mantuvieron en reposo durante 24 horas;
posteriormente fueron medidos los volumenes del mineral coagulado.

A fin de evaluar el efecto de la presencia de tetraciclina en la
coagulacion de wuna dispersion acuosa del mineral, se determiné la
concentracion critica de coagulacion en presencia de distintas concentraciones
del antibié6tico, sin control de pH. Para ello, el mineral arcilloso fue dispersado
en soluciones acuosas de tetraciclina, cuyas concentraciones y pH se

muestran en el Tabla 2.6. El rango de concentraciones de TC seleccionado
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para el estudio incluye el valor correspondiente a la capacidad de intercambio

del mineral (104 meq/100g).

Tabla 2.6.- Sistemas preparados para la determinacién de CCC por tetraciclina.

Solucion TC (M) mmolesTC / pH sistema
100 g mineral

0 0 5,78
0,005 50 3,51
0,010 100 3,31
0,015 150 3,18
0,020 200 3,06
0,025 250 3,00
0,030 300 2,94

2.4.2 Espectroscopia UV-visible

Se registraron los espectros UV-vis de una solucion de TC (5,56x10-5 M)
en un amplio rango de valores de pH (2,6-10,6). Debido a la inestabilidad de
las tetraciclinas en medios acuosos, se analizaron soluciones recientemente
preparadas y almacenadas en oscuridad. Los valores de pH fueron ajustados
utilizando soluciones de NaOH y HCI.

A fin de determinar la posible descomposicion de tetraciclina a valores
de pH elevados, se agregdé HCl a la soluciéon de tetraciclina a pH 10,6 y se
registré6 nuevamente el espectro UV-vis a pH 3, comparandolo con el registro
original al mismo pH. Los espectros fueron obtenidos en un rango de 200-
500nm, utilizando un espectrofotometro UV-visible con arreglo de diodos
Agilent 8453.

Para evaluar la formaciéon de complejos de TC con los iones Ca?*, se
registraron los espectros UV-vis de soluciones de TC (5,56x10-5 M) con
distintas relaciones molares Ca:TC, a pH 7. Posteriormente, manteniendo una
relacion constante Ca:TC (200:1) se registraron los espectros UV-vis en un

intervalo de pH de 8 a 11.

2.4.3 Espectroscopia IR. ATR-FTIR.

Los espectros IR fueron registrados utilizando un espectrofotémetro

BUCK 500 (detector DLATGS) en la region 600-4000 cm-l. Se prepararon
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pastillas de tetraciclina sobre soporte de KBr (3 mg de clorhidrato de
tetraciclina/300 mg KBr).

Los espectros de absorciéon ATR-FTIR fueron registrados utilizando un
equipo NICOLET Magna 560 FTIR que cuenta con un detector DTGS, un
accesorio Smart RK ATR y un cristal de ZnSe. Se obtuvieron los espectros de
soluciones de TC a distintas concentraciones (3,79x10->M - 0,02 M) y valores
de pH. EI control de pH de las soluciones se realizé mediante el agregado de
soluciones de NaOH y HCIl y se utilizé NaCl 0,01 M como electrolito soporte.
Cada espectro es el resultado de 256 interferogramas, con una resolucién

espectral de 2 cm-!.

2.4.4 Dicroismo Circular

A partir de una soluciéon madre de clorhidrato de tetraciclina (133,6
mg/100mL) se prepararon soluciones cuyas concentraciones fueron iguales a
las utilizadas para el registro de los espectros de absorciéon UV-vis (5,56x10-5
M).

El control de pH de las soluciones se realizé mediante el agregado de
soluciones de NaOH y HCI1 y se utilizé NaCl 0,01 M como electrolito soporte.
Los valores de pH seleccionados para el analisis corresponden al predominio
de cada una de las especies de TC (Fig.2.5).

Para analizar la interaccion de los iones Ca2* con TC, se trabajé en un
rango de pH de 6-10,5 y se agregé CaCl,.2H20 a las soluciones de TC. Se
mantuvo una relacién molar Ca:TC constante e igual a 200:1. Antes de
registrar los espectros, se ajusto6 el pH de la solucién al valor deseado.

Los espectros de dicroismo circular fueron registrados utilizando un
espectropolarimetro JASCO (J-810) en un rango de longitudes de onda de
200-450 nm, se trabajé con un ancho de banda de 3 nm. Los resultados

fueron expresados como Ae (cm? g-1), siendo:

[6]= 3298 A¢ [0]=elipticidad especifica (miligrados cm? g-)
[6]=6/ cl c: concentracion de la solucion (g/100mL)

1: paso optico (cm)
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2.4.5 Difraccion de rayos X

Para el analisis por difractometria de rayos X de tetraciclina se
prepararon las siguientes muestras:

DRX total en polvo: se tom6 1 g de tetraciclina cristalina para molienda
manual en mortero de agata, posteriormente se monto el polvo sobre
ventana de aluminio y se conservé la muestra en oscuridad hasta la
obtencién del difractograma.
DRX solucion: Se prepar6é una solucion saturada de TC en agua destilada
(100 mg/10 mL) y se cubri6 un portaobjetos con 2 mL de la solucién. La
muestra se dejo secar en oscuridad durante 48 horas a 20°C y 36% de

humedad relativa.

Los diagramas se registraron entre 2 y 40 °, con un paso de 0,05 °y a
una velocidad de 2 °/min.

El equipo utilizado fue un Difractémetro Rigaku® DII Max, anodo CuKa,
A=1,5414 A, filtro de Ni, 40 Kv, 20 mA y goniometro horizontal. La

interpretacion de los diagramas se llevo a cabo con el software MDI Jade 7.

2.4.6 Microscopia electronica de barrido

Con el fin de observar la morfologia de los cristales de TC se preparo
una solucion saturada en agua destilada y para identificar la presencia de
tetraciclina en los complejos de adsorcion TC-montmorillonita se preparé una
solucion correspondiente a la mayor concentraciéon de las isotermas de
adsorcion (1,04 mM). Las soluciones fueron depositadas sobre soporte de
aluminio y se dejaron secar en oscuridad a 20°C.

Se wutiliz6 un microscopio electréonico de barrido con detector de
electrones secundarios y detector para analisis de EDX marca Philips SEM-
JEOL-515; las muestras fueron recubiertas con un film conductor de oro,

siguiendo la técnica de Goldstein y Muldoon (1977).
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2.4.7 Efecto del pH del medio en la estabilidad de soluciones
acuosas de TC.

A partir de una solucién madre de TC (0,1336 g/100mL) recientemente
preparada, se obtuvieron las diluciones 5,5x10-5 M en un intervalo de pH de 3-
11. Se registr6 el espectro UV-vis de cada una de las soluciones y
posteriormente fueron almacenadas en oscuridad a 20 °C durante 21 dias.
Periédicamente se registré el espectro UV-vis de las soluciones y se determiné

la absorbancia relativa para las dos principales bandas de absorcion.

2.5 Resultados y Discusion

2.5.1 Concentracion critica de coagulacion del mineral arcilloso.
Efecto del adsorbato organico.

Las Fig. 2.12 y 2.13 muestran los voliumenes del mineral coagulado
luego de 24 horas, correspondientes a dispersiones acuosas del mineral

arcilloso preparadas a distintas concentraciones de agente coagulante.

[ N, . U -
o O N b~ O

Volumen (mL
»

0 0,005 0,01 0,015 0,02 0,025 0,03
concentracion (M)

Fig. 2.12.- Volumen de dispersion de mineral arcilloso (100 mg/10mL) luego de 24
horas.
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Fig. 2.13.- Coagulacion de dispersiones de mineral arcilloso. A. en soluciones de NaCl.
B: en soluciones de NaCl a pH3. C: en soluciones acuosas de tetraciclina.

Una disminucion en el volumen del sistema disperso corresponde a un
sistema inestable al cabo de 24 horas. Los sistemas preparados en soluciones
de NaCl a pH 3 son menos estables que los correspondientes al mismo
electrolito pero sin ajuste de pH debido a que el aumento en la concentracién
de protones en el sistema genera cargas positivas en los bordes de las arcillas
promoviendo la interaccion atractiva borde positivo-cara negativa, lo que
induce la coagulacion.

La Fig. 2.12 también muestra que el efecto de la sustancia organica en
la estabilidad del sistema disperso es mayor que el de NaCl para el mismo pH.
La adsorcion de un compuesto organico como la tetraciclina, principalmente la
adsorcion de la especie positivamente cargada TCHs*, aumenta la inestabilidad
del sistema porque neutraliza cargas eléctricas negativas de la arcilla. A
medida que aumenta la concentracion de TC el complejo de adsorcion se
separa del sistema disperso en forma progresiva hasta la concentracion de TC

que duplica la capacidad de intercambio del mineral (0,02 M).

2.5.2 Espectroscopia UV-vis

La Fig. 2.14 muestra los espectros de absorcion de una soluciéon de TC

5,5x10-5 M bajo distintas condiciones de pH.
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A (nm)
pH 3,0 pH 6,0 pH 7,0 pH 8,0 pH 9,0 pH9.,5 pH 10,5

Fig. 2.14.- Espectros UV-vis de soluciones de tetraciclina (5,5x10-> M) a distintos
valores de pH.

El espectro de absorcién UV-vis de TC a pH 3 presenta tres bandas, a
220 nm (banda 1) asignada al sistema aromatico D de la molécula; a 270 nm
(banda 2) asignada al cromoéforo del anillo A y a 357 nm (banda 3)
correspondiente al cromo6foro BCD. Este ultimo cromoéforo contribuye a los

tres maximos de absorcién (Mitscher, 1978):

z 7

OH O OH
banda 3: 357 nm

A valores de pH superiores al pKa. (7,7) se observa un corrimiento
batocromico de la banda 3 debida a la deprotonaciéon de los grupos —-OH11 y

12. Si bien esta modificacion espectral es muy evidente en la banda 3, los
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cambios del estado electronico del cromo6foro BCD afectan también a las otras
dos bandas. Una comparacion de estos cambios se realiza en las Fig. 2.15 y
2.16 respectivamente.

La primer deprotonaciéon de TC (pKai: 3,3) tiene lugar en el -OH3 del
anillo A de la molécula y afecta en forma apreciable a la banda de 270 nm

(Duarte et al., 1999).
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Fig. 2.15.- Efecto del pH en la posicion de la banda de 270 nm
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Fig. 2.16.- Efecto del pH en la posicion de la banda de 357 nm

El importante corrimiento batocrémico de 25 nm que se observa en la
banda 3 corresponde no so6lo al estado electronico de los grupos
correspondientes, sino ademas a un cambio conformacional que tiene lugar a
medida que el grupo dimetilamino del C4 se deprotona. Este desplazamiento

del equilibrio conformacional de la forma plegada a la extendida afecta la
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geometria del cromoéforo aumentando su planaridad y es, en parte,
responsable del corrimiento batocrémico observado.

Mediante el agregado de HCI a las soluciones alcalinas de TC (pH 10) se
disminuyé el pH y se registr6 nuevamente el espectro de absorcion. La Fig.
2.17 muestra la comparacion de espectros de soluciones que inicialmente
presentaban un pH 3 con el correspondiente a soluciones cuyo pH fue

disminuido hasta ese valor.

1,4 1

< 0,8 T

0,2 1

0 . . . . . .

200 250 300 350 400 450 500 550 600
A (nm)

—pH3 —pH3final

Fig. 2.17- Espectros UV-vis de soluciones de TC (5,5x10-5> M) a pH 3, recientemente
preparadas y luego de haber alcanzado el valor de pH 10.

Debido a que no se presentan modificaciones de importancia en las
principales bandas de absorciéon a temperatura ambiente, se descarta la
posibilidad de degradaciéon de TC por efecto del pH durante el tiempo del
analisis (aproximadamente 2 horas).

La Fig. 2.18 corresponde al espectro de absorciéon UV-vis de soluciones

de TC en presencia de Ca?* en una relacién constante Ca:TC (200:1).
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Fig. 2.18.- Espectros UV-vis de soluciones de tetraciclina (5,5x10-5 M) en presencia de
Ca?*, relacion Ca:TC (200:1), a distintos valores de pH.

Si se comparan los espectros UV-vis de soluciones de TC en presencia y
ausencia de Ca2*, se observa que cuando el Ca2+ esta presente el corrimiento
batocromico en la banda de mayor longitud de onda es mas marcado en el
intervalo de pH 8-11. A menores valores de pH no se observaron cambios
espectrales en las soluciones de TC con y sin Ca?2*.

En presencia de Ca?2*, la banda 3 del espectro UV-vis presenta un
corrimiento de 4nm a pH8 y 9 respecto de las soluciones de TC a los mismos
valores de pH. Para pH 10 y 11, la banda 3 presenta un hombro a la derecha,
que no se observa en ausencia de Ca2?*. Los resultados sugieren que el Ca2*
promueve la deprotonacién del grupo —OH (pKay: 7,7) del cromoéforo BCD,
observandose un nuevo corrimiento en la longitud de onda de maxima
absorciéon para los pH 8 y 9.

La banda 2 del espectro de absorcion también sufre modificaciones en
presencia de Ca2?*, disminuye la intensidad de la banda a 270 nm y aparece
una banda bien definida a 230 nm a medida que aumenta el pH.

Las modificaciones encontradas en los espectros de absorcion UV-vis en
presencia de Ca?+* son coincidentes con las informadas por otros autores
(Wessels et al., 1998), quienes proponen la formaciéon de complejos 1:2 (TC:Ca)

a partir de ambos cromoéforos (anillo A y sistema de anillos BCD).
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La Fig. 2.19 muestra los espectros UV-vis de soluciones de TC a pH 7

con distintas relaciones molares Ca:TC.

1,4
1,2
1 i
0,8 -
< 0.6 -
0,4 -
0,2
0 T T T T T 1
200 250 300 350 400 450 500
A (nm)
Ca:TC (1:1) =Ca:TC (5:1) ==Ca:TC (30:1)
Ca:TC (600:1) ==—=TC sin Ca

Fig. 2.19.- Espectros UV-vis de soluciones de tetraciclina (5,5x10-> M) en presencia de
distintas concentraciones de Ca?*.

A bajas concentraciones de Ca2* se observa corrimiento en la banda de
357 nm y no en la de 270 nm, poniendo en evidencia que el primer sitio de
quelacion es el anillo BCD. La dependencia de la absorbancia correspondiente

a estas dos bandas con la concentracion de Ca2?* se observa en la Fig. 2.20.

0,9 [ |
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0,7

0,6 ¢banda 2

®banda 3
0,5 )
1 10 100 1000

relaciéon molar Ca2*/TC

Fig. 2.20.- Densidad optica (A) de soluciones de TC:Ca?* en funcion de la relacion
molar Ca2*/TC evaluadas a 270 nm (¥ )y a 374 nm ().
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Los resultados obtenidos indicarian que en presencia de una elevada
relacion molar Ca2*:TC se forman complejos 2:1 donde el Ca2* interacciona con
los grupos del cromo6foro BCD (banda 374 nm) y con el sistema de anillos A-

BCD (banda 270 nm).

2.5.3 Espectroscopia IR. ATR-FTIR.

El espectro IR correspondiente a tetraciclina se muestra en la Fig. 2.21.
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Fig. 2.21.- Espectro IR de tetraciclina en soporte de KBr.

La asignacién de las principales bandas del espectro IR se realizé
teniendo en cuenta la Tabla 2.4: 3600 cm-! debida a vibraciéon de tension del
grupo O-H, 2760 cm! y 2670 cm! correspondientes a vibraciones de tension
del grupo -NHR3*, las bandas a 1670, 1618 y 1586 corresponden a los grupos
carbonilo: C=0 de amida, C=0O anillo A y C=0 anillo C respectivamente
(Chartone-Souza et al., 2005), 1580 cm-! a vibraciones del anillo aromatico,
1526 cm-! para vibracion de deformacion del grupo -NH. de amidas, y 1466
cm-! vibraciones de deformacién del grupo -CHz y 1372 cm-! vibracion de

tension del enlace C-NRs.
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La Fig. 2.22 muestra el espectro ATR-FTIR (1850-1100cm-!) de una
solucion de TC 0,01 M a distintos valores de pH.

0,06 -
0,05
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< 0,03
0,02

0,01
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1100 1200 1300 1400 1500 1600 1700 1800

namero de onda (cm‘1|_?
——pH 4,5 ——pH7 ——pH8

——pH9

Fig. 2.22.- Espectros ATR-FTIR de soluciones de TC (0,01M).

El analisis matematico de las bandas (Programa PeakFit v4), entre 1500

y 1650 cm-1, de los espectros a pH 4,5 y 7 se presentan en las Fig. 2.23 y 2.24.

TC 0,01 M-pH 4,5
Pk=Gauss Amp 6 Peaks
r2=0.899948 SE=0.00302175 F=71.9581

0.03 ) 0.03
0.025+ A r0.025
0.02+ 0.02
0.0154 r0.015
< 0.014 1'6'7_1.7 H0.01

0.005+

-0.005+ - r-0.005
-0.01 -0.01
1450 1550 1650 1750
cm-1

Fig. 2.23.- Descomposicion matematica del espectro de absorcion ATR-FTIR de una
soluciéon de TC (0,01 M) a pH 4,5.
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TC 0,01 M- pH 7,0
Pk=Gauss Amp 6 Peaks
r2=0.904911 SE=0.00383563 F=93.2618
0.04 0.04
0.03 +0.03
0.02 +0.02
< 0.011 F0.01
0+ -0
-0.011 +-0.01
-0.02 -0.02
1450 1550 1650 1750
cm-1

Fig. 2.24.- Descomposicion matematica del espectro de absorcion ATR-FTIR de una
solucién de TC (0,01 M) a pH 7,0.

Las bandas de mayor intensidad a 1584 cm-! y 1606 cm-! para pH 4,5 y
1585 y 1608cm-! para pH 7 pueden ser asignadas a los grupos C=0 del anillo
C y a vibracién de tensiéon del grupo C=0O del anillo A respectivamente
(Caminati et al., 2002). Los principales efectos del pH del medio se observan
para las bandas correspondientes al grupo amida I (1670 cm!) ya que la
deprotonacion de los hidroxilos en carbonos préximos a los grupos carbonilo,
afecta la energia vibracional del grupo amida.

La Fig. 2.25 muestra el espectro de absorcion ATR-FTIR (2450-2200
cm-l) en la region correspondiente al grupo —-NHR3*, un aumento en el pH
disminuye el grado de protonaciéon del grupo trialquilamino y disminuye la

intensidad de las bandas.
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Fig. 2.25.- Espectros ATR-FTIR de soluciones de TC (0,01M).

2.5.4 Dicroismo Circular

El dicroismo circular es observado cuando un haz de luz circularmente
polarizado atraviesa un medio 6pticamente activo, generalmente una solucién
de la sustancia oOpticamente activa. Las intensidades de las radiaciones
incidentes (Io) izquierda y derecha son iguales, sin embargo, debido al efecto de

rotacion oOptica, I. . # 1 luego de interaccionar con la sustancia
izquierda derecha

opticamente activa y como consecuencia la luz es elipticamente polarizada
(Fig. 2.26).

La forma de la elipse esta determinada matematicamente por el angulo
y, designado elipticidad de la muestra; p = arc tan (b/a) donde b y a
corresponden el eje menor y mayor de la elipse.

Los coeficientes de absorcion de la luz polarizada circularmente a
izquierda y derecha son diferentes, por lo tanto en un espectro DC se
representa la diferencia del coeficiente de absorcion, Ae=¢ iquierda -E€derecha, O
también en unidades de elipticidad (miligrados) en funcién de la longitud de

onda de la radiacion.




78

Capitulo 2

(@
Fig. 2.26.- (a) Haz de luz circularmente polarizado, Ry L, y el vector suma, E,
oscilando en el mismo plano. (b) Componentes de luz polarizada izquierda y derecha
de distinta intensidad. (c) luz elipticamente polarizada. El eje mayor de la elipse rota
formando un angulo a, debido al efecto de la rotacion optica.

Los cambios espectrales de soluciones de TC debidos a variaciones en el

pH del medio se observan en la Fig. 2.27.

150

Ae (cm?g )

-300 A (nm)
-350 © ———pH1,50 = pH2,98 o pHS5,7 pH7,1 = pH 8,07
——pH9,13 ———pH9,57 ——DpH10,4 pH 10,96

Fig. 2.27.-Espectro de dicroismo circular de TC (5,56x10-5 M) a distintos valores de
pH.

La TC presenta dos bandas negativas a 275 nm, 324 nm y una positiva
a 298 nm. Los espectros obtenidos son muy similares a los reportados por
Mitscher et al. (1968) y Lambs et al. (1988b) quienes indican que la presencia
de una sefnal positiva a 298 nm y negativa a 270 nm es debida a la quiralidad
del exciton por acoplamiento entre las transiciones n—n* del sistema

tricarbonilico A y el croméforo BCD en la conformacion plegada donde el grupo
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dimetilamino de la posicion 4 se encuentra sobre el sistema de anillos BCD a
fin de liberar el impedimento. El efecto del pH que resulta mas evidente se
observa en la banda a 275 nm correspondiente al anillo A de la molécula de
TC, que es el responsable del cambio conformacional de tetraciclina de
plegada a extendida.

A valores de pH inferiores a 3, el grupo —OH del anillo A esta protonado
(pKai:3,3) y cambia el perfil de DC respecto de los pH superiores a 3. El
corrimiento observado en la banda a 275 nm se corresponde con cambios en
el espectro de absorcion UV en el mismo intervalo de pH (2-6).

Una vez que los grupos del sistema BCD de la molécula de TC se
encuentran deprotonados y en un mismo estado electrénico (a valores de pH
superiores a 7,7), los cambios observados en la intensidad del efecto Cotton
negativo, corresponden a modificaciones conformacionales que involucran al
anillo A, cambiando de la forma plegada a la extendida.

La conformacion plegada esta asociada con un efecto Cotton altamente
negativo a 262 nm (Lambs et al., 1988b). Por lo tanto, a medida que aumenta
el pH el equilibrio conformacional se desplaza a la forma extendida,
observandose una disminucién en la intensidad del efecto Cotton negativo.

Se estudiaron, ademas, los cambios espectrales en presencia de iones
Ca2+ en el intervalo de pH de mayor afinidad TC-Ca2* (6-10,5). Los espectros

obtenidos se observan en la Fig. 2.28.
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Fig. 2.28.- Espectro de dicroismo circular de TC (5,56x10-5> M) en presencia de CaZ?*,
relacion Ca:TC (200:1), a distintos valores de pH.
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Se presentan dos nuevos efectos Cotton dependientes de pH del medio
en la region visible, una absorcién positiva a 360 nm y una negativa a 400
nm. Estas observaciones se corresponden con cambios en el espectro de
absorcién, registrados a partir de pH 8, para la misma region del espectro y
sugiere como sitios de quelacién para el Ca2* el sistema de anillos BCD, tal
como fue propuesto por Wessels et al. (1998). A fin de determinar con mayor
claridad el efecto del Ca2+ en el espectro de dicroismo circular de soluciones de
TC, se compararon los espectros en presencia y ausencia de Ca2?". En la
Fig.2.29 se presenta, a modo de ejemplo, los espectros obtenidos a valores de

pH 8,9, 10y 10,5 donde se observaron las mayores diferencias.
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Fig.2.29.- Espectros de dicroismo circular de TC (5,56x10-5 M) en presencia y ausencia
de Ca2+.

El efecto del calcio se pone de manifiesto en las regiones espectrales UV
y visible. La aparicion de un segundo efecto Cotton en la region visible ha sido

informada por otros autores (Mitscher et al., 1968, Mitscher et al., 1972,
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Lambs, 1988b) y lo han propuesto como indicativo de que la formacion de
complejos con Ca2?* involucra tanto el sistema de anillos A como el BCD
(Newman y Frank, 1976).

El efecto del Ca2?* en la asimetria del croméforo BCD comienza a
manifestarse a partir de pH 6, valor de pH inferior al pKa, siendo otra
evidencia de que la presencia de Ca2* induciria la deprotonacion de los grupos
—OH del croméforo BCD. En la Fig. 2.30 se observan los valores de elipticidad

(6) obtenidos para la banda de 400 nm en el intervalo de pH analizado.
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-10 -
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0 (mgrados)

—e—TC:Ca (1:200)

—&—-TC

pH

Fig. 2.30.- Efecto del pH en la elipticidad experimental (6) a 400 nm correspondiente al
cromoéforo BCD de tetraciclina.

En la region UV se observa que la presencia de Ca2?* disminuye la
intensidad del efecto Cotton negativo (Fig. 2.29). Este efecto es similar al
observado al aumentar el pH en soluciones de TC con ausencia de Ca2+.
Teniendo en cuenta que la conformacion extendida de la molécula esta
favorecida a elevados valores de pH, donde prevalece la forma deprotonada de
TC, se puede senalar que el Ca2* favorece la forma extendida de la molécula
por otro mecanismo, ademas de la deprotonacién de los grupos de caracter
acido del sistema BCD de la molécula, debido a que si se compara el efecto
Cotton negativo en presencia y ausencia de Ca2* se observa una disminuciéon
mas marcada en la intensidad del efecto Cotton negativo en presencia de Ca?2*.
Un cation Ca2?* puede coordinar con los oxigenos de las posiciones 1
(croméforo A) y 12 (cromoéforo BCD) de la molécula, involucrando a ambos

sistemas y promoviendo la forma extendida (Fig. 2.31). La coordinacion del




82

Capitulo 2

cation Ca2?* al grupo trialquilamino en la conformacion extendida estaria

dificultada por impedimento estérico (Newman y Frank, 1976; Wesseles et al.,

1998).

P,
i

Fig. 2.31.- Interaccion de CaZ2* con los cromoéforos A y BCD en la conformacion

extendida de TC.

Los cambios en la elipticidad experimental (0) que se producen para el

rango de pH 8-10,5 en la region UV (Fig. 2.32) corresponden principalmente a

cambios conformacionales debido a que no se producen modificaciones en el

estado electronico del cromo6foro BCD, que presenta el grupo -OH mayormente

deprotonado en este intervalo de pH.

0 (mgrados)

-20
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—+—=TC:Ca
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Fig. 2.32.- Efecto del pH en la elipticidad experimental () en la region UV (270 nm).
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Cuando el cation divalente es de menor radio iénico, como el Mg2*, no
se observa cambio conformacional en la formaciéon de complejos TC-Mg

prevaleciendo la conformacion plegada (Lambs et al., 1988a).

2.5.5 Difraccion de rayos X

En la Fig. 2.33 se presenta el difractograma de tetraciclina en polvo. Las

reflexiones diagnésticas halladas en el espectro se presentan en la Tabla 2.7.

Tabla 2.7.- Reflexiones y espaciados de tetraciclina en polvo.

2-0 d (A I (rel)
11,16 7,9 60
13,73 6,4 50
15,88 5,6 100
19,88 4,5 60
21,50 4,1 35
22,20 4,0 35
23,84 3,7 30
25,95 3,4 30

El espectro de la muestra de TC en polvo coincide con el encontrado en
la base de datos (Database JCPDS file 39-1987) lo que corrobora, a través de

este método, la pureza de la muestra.
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Fig. 2.33.- Diagrama de DRX total de tetraciclina en polvo

Considerando que los estudios de adsorcion de TC sobre
montmorillonita se llevaran a cabo en sistemas acuosos, se analizo el DRX de
una dispersion acuosa saturada de TC sobre vidrio y seca al aire. Las
principales reflexiones halladas en el rango en el que posteriormente se
analizaran los complejos de adsorcion (2 a 40 ° 20) se presentan en la Tabla

2.8.

Tabla 2.8.- Reflexiones y espaciados del sélido obtenido a partir de
solucion saturada de tetraciclina.

2-6 (°) d ()
8,09 10,9
9,97 8,9

21,50 4,1

23,84 3,7

25,95 3,4

Segin se pudo observar, las reflexiones de TC hasta los 10° 20 se
superponen a los que presenta la montmorillonita: dO01 (6,8° 26) y d002
(14,1° 26); por lo tanto las reflexiones identificables de TC en dispersion

acuosa son aquellas que se encuentran entre los 21°y 26° 26.
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2.5.6 Microscopia electronica de barrido

Los cristales de TC se observaron por microscopia de barrido electréonico

para evaluar la morfologia de sus particulas.

MY |Det | Mag
v e [ER 0

WRARHE, 0149 ] ] r— s | 166 u [ 181308, 019 ]

— r—

Fig. 2.34.- Microfotografia correspondiente al s6lido obtenido a partir de soluciones de
TC. A.- solucion 1,04 mM. B.- soluciéon saturada.

El habito de una sustancia cristalina es la forma final que adopta un
cristal en funcién de la saturacion de la soluciéon y del espacio disponible para
el desarrollo de los mismos, siendo independiente de su estructura interna.

En las Fig. 2.34 A y B se observan las microfotografias de los cristales
de TC mas representativas de las muestras correspondientes. Los cristales de
TC generados con la solucion de menor concentracién se presentan como
laminas con bordes aserrados y extremos simil punta de flecha, todos ellos
con disposicion basal. Los cristales generados con la soluciéon saturada son de
mayor tamano (>300u) y de formas de puntas de flechas con disposiciéon cara-

cara.

2.5.7 Efecto del pH del medio en la estabilidad de soluciones
acuosas de TC.

Las Fig. 2.35 y 2.36 muestran las variaciones en los valores de
absorbancia a 357nm (caracteristica del cromoéforo BCD) y a 270 nm

(caracteristica del cromoéforo A) de soluciones de TC (2,78mM), con respecto a
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la solucién recientemente preparada, a medida que transcurre el tiempo de

incubacién a diferentes valores de pH.

1 = —_—
s 0.9 -
2
kS
[
< 08
0,7 -
0,6 T
0 24 48 96 144 504
tiempo (h)
—=— pH3 —#— pH5 pH7 —m—pH8 —@—pH9 pH10

Fig. 2.35.- Variaciones en la absorbancia correspondientes al croméforo BCD a lo
largo del tiempo.
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Fig. 2.36.- Variaciones en la absorbancia correspondientes al cromoéforo A.

No se observan variaciones significativas en lo que respecta a la
absorbancia a 270 nm a ningtin pH. Por el contrario, la absorbancia a 357 nm
s6lo permanece sin cambios a valores de pH iguales o menores a 7,
disminuyendo marcadamente con el tiempo de incubacién a pH 8, 9 y 10.
Estos resultados sugieren que la degradacion a pH neutros y bajos no es

significativa, pero que si ocurre degradacion apreciable en medio alcalino. Esta
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degradacion es seguramente debida a la formacién de isotetraciclina (Ali,

1984), y afecta principalmente la banda caracteristica del cromé6foro BCD.

2.6 Conclusiones

Las propiedades fisicoquimicas de TC permiten lograr especies de
diferente carga eléctrica segiin el pH del medio y hacen posible su analisis por
diversos métodos espectroscépicos.

La molécula de TC presenta dos croméforos localizados en el anillo A y
en el anillo BCD de la molécula, separados por el enlace Cl2a-C4a, cuyas
orientaciones relativas dependen del estado de protonacion de los grupos
funcionales o la formaciéon de complejos. El pH del medio y la presencia de
cationes divalentes determinan la posicion de las bandas de absorcion UV-vis.

Las modificaciones encontradas en los espectros de absorciéon UV-vis en
presencia de Ca?* son coincidentes con las informadas por otros autores
(Wessels et al., 1998), quienes proponen la formacion de complejos 1:2 (TC:Ca)
a partir de ambos cromoéforos (anillo A y sistema de anillos BCD). A bajas
concentraciones de Ca se observa corrimiento en la banda de mayor longitud
de onda, poniendo en evidencia que el primer sitio de quelaciéon es el sistema
de anillos BCD de la molécula. A mayores concentraciones de Ca2*, el cation
puede coordinar con los oxigenos de las posiciones 1 (cromoéforo A) y 12
(croméforo BCD) de la molécula, involucrando a ambos sistemas y
promoviendo la conformaciéon extendida.

Las soluciones acuosas de TC son estables a distintos valores de pH
durante el tiempo en que se llevaron a cabo los estudios de adsorcion (24 h).

La TC es un agente coagulante de la montmorillonita aumentando la
inestabilidad de la dispersiéon acuosa, especialmente cuando la relacion

TC:montmorillonita supera a la CIC del mineral.
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3 ESTUDIO DE LA INTERACCION DE COMPUESTOS ORGANICOS
CON MINERALES ARCILLOSOS

3.1 Mecanismos de adsorcion de compuestos organicos sobre
minerales arcillosos

Los mecanismos quimicos de interaccion entre solutos organicos y la
superficie de minerales arcillosos a escala molecular han sido estudiados por
varios autores como Theng (1974), Lagaly (1984), Raussells-Colom y Serratosa
(1987), v McBride (1994). Para llevar a cabo estudios sobre procesos de
adsorcién es necesario determinar las propiedades quimicas de la especie
adsorbida, su localizacion en la superficie del adsorbente y sitios superficiales
involucrados, qué grupos funcionales del soluto interaccionan con la
superficie y su dinamica molecular. En la adsorciéon de moléculas neutras
sobre esmectitas intervienen diversas interacciones quimicas: puente
hidrégeno, interacciones i6n-dipolo, reacciones acido-base, de transferencia de
carga y fuerzas de van der Waals (Lagaly, 1993). El tamafo molecular,
polaridad y carga del soluto organico determinan las interacciones con la
superficie del mineral.

La adsorciébn de moléculas organicas a la superficie de la
montmorillonita involucra la remocién de las moléculas de solutos de la
solucion y de las moléculas de agua de la superficie del sélido. Las moléculas
organicas polares o cationes organicos de alto peso molecular como la TC se
acumulan en la interfaz sélido-solucion principalmente debido a que la parte
hidrocarbonada de la molécula tiene baja afinidad por la fase acuosa. Para los
solutos organicos ademas de las interacciones eléctricas y reacciones quimicas
con la superficie del mineral, la expulsion hidrofobica del soluto por
interacciones con el solvente, también tiene lugar (Stumm, 1992).

Cuando el soluto es un catién orgdnico, las reacciones de intercambio
iénico son caracteristicas y altamente selectivas respecto de los cationes
inorganicos (Jaynes y Boyd, 1991; Smith et al., 1992). Existen numerosos
estudios sobre el comportamiento de adsorcién de herbicidas catiénicos
(Ogram et al., 1985), colorantes catiénicos (Rytwo et al., 1991) y
modificaciones hidrofébicas de superficies de minerales con cationes de

alquilamonio (Bergaya y Lagaly, 2001). A manera de ejemplo, la reaccién de
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intercambio entre el colorante cationico azul de metileno (MB*) y una

montmorillonita sédica (Mont-Na) se representa como:

MB* + Mont-Na* < Mont-MB* + Na*
la ley de accion de masa para esta reaccion es:

_ (Mont — MB)[ Na+]
 (Mont — Na)[ MB+]

MB

donde Kup representa la constante de adsorcién, [Na*] y [MB*] representan la
concentracion de los cationes de la solucién en equilibrio.

La mayor afinidad de los minerales arcillosos por los cationes organicos
sobre los alcalinos y alcalino-térreos es debida a la combinacién de fuerzas
electrostaticas y no couléombicas. Esta afinidad incrementa a medida que
aumenta la extension de la fraccion alquilica en la molécula (Cowan y White,
1960). En relacion a los sitios activos del mineral, un catién organico
interacciona con los sitios de sustitucion isomorfica y las cargas de borde por
intercambio i6nico y con la superficie siloxanica neutra por interacciones de
van der Waals. Cuando el soluto organico aumenta su tamafno molecular, se
incrementa la contribucion de las fuerzas de atraccion de van der Waals,
pudiendo llegar a dominar el proceso de adsorcion (Theng, 1974). Sin
embargo, si la molécula es de muy grandes dimensiones y el mineral tiene una
densidad de carga elevada, el impedimento estérico dificulta el acceso al
espacio interlaminar. Para una esmectita, esto ocurre cuando la longitud
transversal de la molécula organica es de aproximadamente 50 A (Johnston,
1996). La disposiciébn y orientacion del catién organico en el espacio
interlaminar depende no sé6lo del tamafo y forma de la molécula sino también
de la densidad de carga del mineral arcilloso. La localizacion de moléculas
organicas en el espacio interlaminar recibe el nombre de intercalacion.
Cuando la intercalacion tiene lugar desde una solucién, puede haber
coadsorcion de moléculas del solvente o remocion de las mismas desde el
espacio interlaminar.

Los minerales arcillosos como las montmorillonitas pueden adsorber
cationes organicos en una concentraciéon superior a su capacidad de

intercambio y esto indica que la interaccién mineral-catién no es solamente de
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tipo electrostatico. La contribucion de las fuerzas de van der Waals es la
responsable de la adsorcién en exceso a la capacidad de intercambio del
mineral arcilloso (Rytwo et al., 1991). Cuando el cation organico reemplaza al
catiéon inorganico de intercambio, la superficie del mineral cambia su
naturaleza hidrofilica a hidrofébica. Debido a fuertes interacciones con la
superficie algunos herbicidas, catiénicos organicos, mostraron una menor
degradacion microbiolégica (Ogram et al., 1985).

Cuando el soluto es una base orgdnica el comportamiento de adsorcion
depende del pH del medio; se debe tener en cuenta el equilibrio de distribuciéon
entre las especies neutra y protonada y el valor de pKa para establecer a qué
valores de pH la molécula se encuentra cargada positivamente y es adsorbida
como catiéon organico, compitiendo por los sitios de carga negativa del mineral
con el catiéon inorganico. A valores de pH superiores al pKa del soluto, la
adsorcion de las bases organicas se produce debido a fuerzas de van del Waals
y la concentraciéon adsorbida disminuye respecto de los bajos valores de pH.

La superficie de las esmectitas tienen naturaleza acida debido a la
polarizacién de las moléculas de agua coordinadas al catién de intercambio y
facilitan la protonacion de especies organicas basicas (Mortland, 1967). La
protonacion de un soluto organico sobre la superficie del mineral depende de
la naturaleza del catién de intercambio, el grado de hidratacion y el valor de
pKa de la especie organica (Mortland y Raman, 1968). Ciertos solutos
organicos pueden presentar quimisorcion sobre la superficie del mineral,
compitiendo con las moléculas de agua que se encuentran coordinadas al
cation de intercambio. El desplazamiento de moléculas de agua de esmectitas
hidratadas depende del cation de intercambio del mineral y de los grupos
funcionales de la molécula que intervienen en el proceso de adsorciéon. Las
moléculas de agua que hidratan cationes como Na*, Ca2?* y Mg2* son
desplazados por grupos hidroxilos y no por aminas (Lagaly, 2006).

Para solutos orgdnicos no polares volatiles, la adsorcion a la superficie
del mineral depende del estado de hidratacién (Rhue et al., 1989). Para bajos
grados de hidrataciéon queda expuesta la superficie siloxanica neutra para la
interaccion con el soluto organico presente en fase vapor por fuerzas de van
del Waals. La interaccion entre un soluto organico volatil y la superficie del
mineral arcilloso es débil. En presencia de altos contenidos de agua, la

superficie del mineral adquiere caracteristicas hidrofilicas y disminuye la
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afinidad por el soluto organico. En general, los minerales arcillosos tienen baja
afinidad por solutos organicos no polares en soluciéon acuosa debido a que no
pueden competir con el agua por los sitios de adsorcion del mineral.

El reemplazo de los cationes intercambiables inorganicos del mineral
por cationes organicos de distinta longitud de cadena alquilica, a través de
reacciones de intercambio ionico, le concede naturaleza hidrofobica al mineral
y aumenta la afinidad de solutos organicos no polares por las arcillas

modificadas en suspensiones acuosas.

3.2 Métodos analiticos para determinar la interaccion de un
compuesto organico con el mineral arcilloso.

Determinados métodos fisicos, como la espectroscopia 6ptica, pueden
proveer informacién acerca de las interacciones quimicas de un adsorbato
organico con la superficie del mineral. La interaccion de un complejo de
adsorcion con la radiacién electromagnética contribuye al conocimiento de la
especiacion superficial, la conformacion del adsorbato y las caracteristicas del
entorno quimico en la interfaz sélido/liquido, que difieren de la solucion. La
posicion de las bandas de absorcién de las moléculas sobre la superficie del
mineral sufre modificaciones respecto de la solucion (Schoonheydt y Johnston,
2006). A modo de ejemplo, la Tabla 3.1 muestra las posiciones de las bandas
de absorcion de varias moléculas organicas cuando estan en solucién acuosa

y cuando estan adsorbidas en un mineral arcilloso.

Tabla 3.1.Posicion de las bandas de absorcion de moléculas de colorantes en solucion
acuosa y sobre la superficie de mineral arcilloso (Schoonheydt y Johnston, 2006).
Colorante cationico Amax en agua Amax sobre superficie de mineral

Azul de metileno 664 670,652
Rodamina 6G 526 533
Rodamina B 555 562
Cristal violeta 595 610
Tionina 595 621
Acridina 490 500

Los dipolos del estado fundamental y del estado excitado interaccionan
con las moléculas del solvente y con los atomos de oxigeno de la superficie del
mineral. La posicién de la banda de absorcion correspondiente a la transicion

electronica esta influenciada por estas interacciones.
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El espectro de absorciéon UV-vis de sustancias organicas que pueden
sufrir reacciones de protonacién-deprotonacion es sensible al pH de la
solucion. La presencia de grupos con electrones no enlazantes en la molécula
que pueden conjugar con un sistema electrénico i, desplaza las transiciones
n—>* y n—>n* a valores de energia menores, observandose un desplazamiento
batocrémico en la banda de absorcion.

En ausencia de interacciones especificas, el intercambio catiénico del
adsorbato conduce a la concentraciéon de las moléculas sobre la superficie del
mineral. Las moléculas de adsorbato pueden encontrarse distribuidas sobre la
superficie o formar dimeros y agregados. La agregacion molecular se traduce
en modificaciones espectrales (Traina y Chattopadhyay, 1996) y en un bajo
cumplimiento de la ley de Lambert-Beer. La disposicion de las moléculas sobre
la superficie depende de la concentracion adsorbida, el cation de intercambio
del mineral, el tipo de mineral arcilloso utilizado como adsorbente y el tiempo
de contacto adsorbato-adsorbente (Jacobs y Schoonheydt, 2001).

A partir del analisis de las modificaciones espectrales producidas por
agregacion molecular de colorantes, se han propuesto varios tipos de
agregados. Los agregados tipo H (Fig. 3.1) se forman cuando las moléculas se
organizan cara a cara en un eje vertical. La banda de absorcion de estos
agregados se observa a menor longitud de onda que la banda correspondiente
al monémero. Mediante la teoria del excitén molecular se explica la relacion
entre la orientacion relativa del croméforo y los corrimientos espectrales en
agregados moleculares de colorantes (Levinson et al., 1957; McRae y Kasha,
1958; Kasha et al., 1965). De acuerdo a esta teoria, la interaccién de la
transicién dipolar desdobla el estado excitado del agregado molecular en
tantos niveles como numero de mondémeros presente el agregado. Para
dimeros se forman dos niveles (Fig. 3.2) con energias e intensidades que

dependen de la geometria de la interaccion (Katoh et al., 1997).
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Fig 3.1-Representacion esquematica de la relacion entre la disposicion de los
cromoforos y las modificaciones espectrales (Katoh et al., 1997).
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Fig.3.2- Espectros de absorciéon UV-vis de soluciones de cloruro de 1,1’-dietil-2,2’-
cianina a temperatura ambiente. M, D, H y J corresponden a monémeros, dimeros y
agregados respectivamente (Mishra et al., 2000).
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El dicroismo circular (DC) es observado cuando un haz de luz
circularmente polarizado atraviesa un medio Opticamente activo. Esta
caracteristica la presentan la mayoria de las macromoléculas biolégicas. Las
soluciones de estas sustancias son oOpticamente activas y presentan un
espectro de DC que es altamente sensible a la configuracion molecular; la
imagen especular de un estereoisémero muestra un espectro DC que también
es su imagen. Los coeficientes de absorcion de la luz polarizada circularmente
a izquierda y derecha son diferentes, por lo tanto en un espectro DC se
representa la diferencia del coeficiente de absorcion, Ae=giquierda-Ederecha-
Mediante dicroismo circular se analiz6 la orientacion relativa y distancia entre
moléculas quirales y no quirales coadsorbias sobre saponita (Naka et al.,
2003) y las transiciones conformacionales de moléculas de ADN luego de la
adsorcién a montmorillonitas y caolinitas (Cai et al., 2006).

La absorcién de radiacion IR por minerales arcillosos depende de las
masas atomicas, la longitud y fuerzas de enlace en la estructura del mineral
como asi también de la simetria de la celda unidad. La interpretacion de
espectros generalmente se lleva a cabo por asignacion empirica de las bandas
observadas en los espectros a los modos de vibracion del grupo funcional
correspondiente. Farmer (1974) desarroll6 un completo estudio sobre
espectroscopia IR de minerales arcillosos.

La espectroscopia IR es una herramienta muy utilizada para estudiar
interacciones entre compuestos organicos y minerales arcillosos. Las
frecuencias de absorcién IR estan relacionadas a la polarizacion de los grupos
funcionales de la molécula y directamente influenciadas por el entorno
quimico. Cambios de la frecuencia de absorciéon inducida por el catién de
intercambio pone en evidencia importantes interacciones i6n-dipolo
(Yamanaka et al., 1974).

La difraccién de rayos X (DRX) es una técnica estandar de identificacion
de minerales (Moore y Reynolds, 1997); provee datos muy representativos
debido a que cada medida corresponde a un promedio de millones de
particulas de mineral arcilloso. Los minerales arcillosos que presentan
hinchamiento en medios acuosos como la montmorillonita modifican el

espaciado basal, en la direcciéon del eje ¢, en funciéon de la molécula
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intercalada en los procesos de adsorcién. Estos cambios en los espaciados
basales pueden ser registrados mediante difraccion de rayos X.

Si el tamano de la muestra es limitado se recurre a la microscopia
electronica para el analisis de particulas individuales del mineral. Para
determinar la disposicién de la molécula organica adsorbida en el espacio
interlaminar se considera el tamano y forma de la molécula adsorbida y los
cambios en el espaciado basal observados en los diagramas de difraccion de
rayos X.

La informacién obtenida por DRX acerca de la estructura del mineral
arcilloso sirve como base para interpretar el analisis morfolégico por
microscopia 6ptica de transmision (TEM). Vali y Koster (1986) presentaron
imagenes TEM de minerales arcillosos luego de la intercalacion con iones
alquilamonio, demostrando ser una técnica util para investigar arcillas

intercaladas con cationes organicos.

3.3 Experimental: Evidencias de interaccion tetraciclina-
montmorillonita

3.3.1 Analisis espectroscopico del sistema de adsorcion.

Espectroscopia UV-vis: Se prepararon sistemas de adsorcion TC-

montmorillonita a pH 3, 4 y 7, utilizando como electrolito una solucion de
NaCl 0,01 M. Se trabajo con dispersiones acuosas que mantienen al mineral
arcilloso en un estado totalmente solvatado y con una concentraciéon de TC
que corresponde al 15% de la capacidad de intercambio del mineral, de
manera que gran parte de la TC presente en el sistema se encuentre adsorbida
a la montmorillonita. El sistema de adsorciéon se preparé poniendo en
contacto, en tubos de centrifuga de 10 mL, 4 mL de dispersion del mineral
arcilloso (900 mg L-1) en solucién de NaCl 0,01 M, previamente agitado y
sonicado durante 24 h, 3,8 mL de solucion de electrolito y 0,2 mL de soluciéon
stock de TC (1,3360 gL'!) recientemente preparada para evitar posibles
degradaciones. Se agit6 posteriormente el sistema y, si fue necesario, se
reajusté el pH. Los tubos se prepararon por duplicado y se mantuvieron en
oscuridad y agitacion constante durante 24 horas.

Posteriormente se registraron los espectros UV-vis de las dispersiones
TC-montmorillonita en la region 600-200 nm. Los espectros fueron obtenidos

con un espectrofotometro SHIMADZU 240 y para corregir por interferencias
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debidas a la reflexién de la luz por las particulas del mineral, se prepar6é una
dispersion de referencia con 2mL de la dispersién del mineral arcilloso y 2 mL
de solucion de NaCl 0,01 M. Los espectros de las dispersiones fueron
comparados con los correspondientes a soluciones de TC 0,069 mM, de igual
concentracion a la presente en el sistema de adsorciéon, para cada uno de los
pH analizados.

A fin de comparar el efecto del cation de intercambio de Ila
montmorillonita en el espectro de absorciéon del sistema TC-montmorillonita,
se prepararon sistemas de adsorcion TC-montmorillonita calcica a pH 7,
utilizando como electrolito una solucién de NaCl 0,01 M. Los sistemas fueron
preparados en las mismas condiciones que para montmorillonita natural
sodica. La relacion Ca:TC en el sistema de adsorcion fue 3,4:1. Para corregir
por interferencias debidas a la reflexion de la luz por las particulas del

mineral, se prepar6 una dispersion de referencia a pH 7.

Espectroscopia IR: Se prepararon los sistemas de adsorciéon de TC-

montmorillonita natural (relacién inicial 170 mmolesTC/100g
montmorillonita) a pH 3 y 7, luego de 24 h de agitacion en oscuridad, se
centrifugé a 8000 rpm durante 30 minutos, se separd el sobrenadante y el
sélido fue secado en estufa a 40°C durante 48 h. Se prepararon pastillas sobre
soporte de KBr (3 mg de muestra en 300 mg de KBr). A partir del
sobrenadante se determiné la absorbancia de TC en equilibrio y se calcul6 la
cantidad de TC adsorbida al mineral como diferencia entre la concentraciéon
inicial y la correspondiente al equilibrio.

Se prepar6 ademas una mezcla de sélidos TC-montmorillonita con la
misma relacién adsorbato-adsorbente que el complejo de adsorciéon a pH 3.
Los espectros IR fueron registrados utilizando un Espectrofotometro BUCK
500 (detector DLATGS) en la regiéon 600-4000 cm-1.

Espectroscopia ATR-IR: Los espectros de absorcion ATR-FTIR fueron

registrados utilizando un equipo NICOLET Magna 560 FTIR que cuenta con un
detector DTGS, un accesorio Smart RK ATR y un cristal de ZnSe (Fig. 3.4).
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Fig. 3.4- Espectrofotometro FTIR con accesorio ATR

Se prepar6o una dispersion stock de montmorillonita (10 g/L) que fue
agitada y sonicada durante 1h y posteriormente se ajusté el pH de la
dispersion utilizando soluciones de NaOH y de HCI. Se cubri6 el cristal de
ZnSe con la dispersion y se dejé secar en un desecador y al vacio para obtener
un film homogéneo. Posteriormente se realizaron varios lavados con agua
MilliQ, a fin de eliminar el exceso de particulas soélidas sobre el film. Para
registrar el espectro correspondiente al blanco, se cubrié el film de
montmorillonita con solucién de NaCl 0,01 M al pH correspondiente para cada
determinaciéon. Luego de registrado el espectro, la solucion de electrolito fue
reemplazada por una soluciéon de TC 7,27x104 M al pH correspondiente. Se
registraron los espectros en funcién del tiempo para la region 800-4000 cm-1.
Cada espectro es el resultado de 256 interferogramas, con una resolucién
espectral de 2 cm!. Luego de obtenidos los espectros de absorcién de IR, se
analizaron matematicamente las bandas de absorcion utilizando el programa
Peak Fit. Las determinaciones se llevaron a cabo a pH 4,5, 6, 7, 8 y 9.

Dicroismo circular: A partir de una solucién madre de clorhidrato de

tetraciclina (1,3360 gL-!) y de dispersiones de montmorillonita en NaCl 0,01 M
(900 mgL-1), se prepararon sistemas de adsorcion TC/montmorillonita sédica y
TC/montmorillonita calcica a pH 7 y 8, con una relacion inicial
TC/montmorillonita muy inferior a la capacidad de intercambio, de manera de
asegurar que las moléculas de TC se encuentren en su mayoria adsorbidas al
mineral (7,72 mmoles TC/100g). La relacion Ca:TC para el complejo de
adsorcion utilizando montmorillonita calcica fue de 3,4:1. Se registraron,
ademas, los espectros DC de soluciones acuosas de TC de igual concentracion
a los complejos de adsorciéon (0,035 mM) a pH 7 y 8 y soluciones de TC en

presencia de calcio en una relacion 200:1 a pH 7 y 8.
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El control de pH de las soluciones se realiz6 mediante el agregado de
soluciones de NaOH y HCl y se utilizé NaCl 0,01 M como electrolito soporte.

Como espectro background se utilizé una dispersion del mineral de
igual concentracién que la de los sistemas de adsorcién para cada uno de los
valores de pH analizados.

Los espectros de dicroismo circular fueron registrados utilizando un
espectropolarimetro JASCO (J-810) en un rango de 200-450 nm, se trabajo
con un ancho de banda de 3 nm. Los resultados fueron expresados como

coeficientes de absortividad molar (Ag) expresado en miligrados cm? g-1, siendo:

[6]= 3298 Ag [0]=elipticidad especifica (miligrados cm? g-1)
[6]=6/ cl c: concentracion de la soluciéon (g/100mL)

I: paso 6ptico (cm)

3.3.2 Difraccion de rayos X del sistema de adsorcién.

Los diagramas de DRX fueron obtenidos usando un difractémetro
Rigaku DII Max Geigerflex con tubo de CuKa, a 40 kV y 20 mA. Los registros
se realizaron entre 2° y 40° (26), con una velocidad de 2°/min.

Se registraron los diagramas a partir de:

e mezclas del mineral arcilloso y TC en polvo (130 mg TC/S00 mg
montmorillonita).

e dispersiones en NaCl 0,01 M de complejos de adsorcién TC-
montmorillonita sédica a pH 3 y pH 7.

e complejos de adsorcion TC-montmorillonita calcica a pH 7.

e complejos de adsorcion MC-montmorillonita sédica a pH 3y 7.

Los diagramas fueron comparados con los obtenidos a partir de
dispersiones en NaCl 0,01M de las montmorillonitas correspondientes (15
mg/mL) para cada pH.

Para la preparacion de los complejos de adsorcion TC-montmorillonita
sédica se pusieron en contacto 40 mL dispersiéon de montmorillonita (900 mg
L-1) con volumenes variables de solucion stock de TC (1,336 gL-1). El electrolito
utilizado fue NaCl 0,01 M y el pH fue controlado mediante soluciones de NaCl

y HCI. El sistema se mantuvo en oscuridad a 20 °C y agitaciéon constante
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durante 24 horas. Luego se centrifugé a 8000 rpm (10000 x g) durante 30
minutos, el sobrenadante se separé y se recuper6 el residuo con un volumen
de NaCl 0,01 M que permita obtener una dispersion de montmorillonita (15
mg/mL).

Las dispersiones fueron colocadas sobre placas de vidrio y secadas bajo
condiciones de humedad constante de 36 %, lograndose asi un preparado
orientado segun (0O0I).

A partir del sobrenadante se calculé la concentracion de TC en

equilibrio (Ce) y luego la cantidad de TC adsorbida al mineral (Cs), siendo

Cs= Cinicial - Ce

A fin de estudiar el efecto de la presencia de iones Na* o Ca2?* en
equilibrio con el complejo TC-montmorillonita céalcica sobre el espacio
intercapa del mineral, se prepararon complejos de adsorcién TC-
montmorillonita en agua destilada y en presencia de electrolito. Se utilizaron
soluciones de NaCl 0,01M y CaCl, 0,01M como electrolitos. La concentracion
de TC en los tubos fue 5,21x104 M y la relacién inicial TC:montmorillonita fue

el doble a la capacidad de intercambio catiénico del mineral.

3.3.3 Evaluacion del pH de la dispersion de montmorillonita en
presencia de tetraciclina.

Se prepar6 la una dispersion del mineral arcilloso (450 mg/500mL) en
NaCl 0,01 M que se mantuvo en agitacion constante durante 24 horas. El
sistema se mantuvo a pH 5, bajo corriente de nitrégeno. Una solucion stock de
tetraciclina (1,3360 gL-1), preparada a pH 5 y en NaCl 0,01M, se conservo en
las mismas condiciones que la suspension del mineral. En estas condiciones
de pH la tetraciclina se encuentra mayoritariamente como especie
zwitteriénica.

Se agregaron alicuotas de 4 mL de solucién stock de TC a 80 mL de
dispersion del mineral, manteniendo el sistema en agitacién constante y bajo
corriente de nitrégeno, y luego de 2 minutos de cada agregado de solucion de
TC se registr6 el pH del sistema. Las determinaciones se realizaron por

duplicado.
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De manera similar, se realizaron experiencias donde se agrego solucion
de TC a 80 mL de una solucibn de NaCl 0,01 M (en ausencia de

montmorillonita). Las experiencias se realizaron por duplicado.

3.3.4 Analisis de Ca2?* en equilibrio en sistemas de adsorcion
tetraciclina-montmorillonita calcica por absorcion atéomica

La determinacion de Ca2* en sobrenadantes de sistemas de adsorciéon
TC-montmorillonita calcica, se llevé a cabo por absorcion atéomica utilizando
un espectrofotometro METROLAB 250 AA (A=423 nm, sensibilidad 0,05 ppm y
limite de deteccién 1 ppm).

Se construyé la curva de calibracién de Ca2?* (2-8 ppm) a partir de un
patron de CaCOs. Se agregé LarOs a las soluciones a analizar para el control
de interferencias de Si, Al, PO43- y SO42-. Se utilizé agua bidestilada para
preparar todas las soluciones.

Se analiz6 la concentracion de Ca2?* en sobrenadantes de sistemas de
adsorciéon TC-montmorillonita calcica en funcién del pH. Se prepararon
sistemas de adsorcion TC-montmorillonita calcica (relacion inicial 170 mmoles
TC/100g montmorillonita) a fuerza i6nica constante (NaCl 0,01 M) y distintos
valores de pH (2-11,5). Luego del correspondiente ajuste del pH, los sistemas
se mantuvieron en agitacion constante durante 24 horas, se centrifugé a 8000
rpm durante 30 minutos y se separ6 el sobrenadante para la determinacion de
Ca2+, Se prepararon, ademas, dispersiones de montmorillonita calcica a igual
concentracion que los sistemas de adsorcion (22,5 mg/100mL) en NaCl 0,01 M
y para cada valor de pH analizado para comparar los resultados obtenidos con

las dispersiones de los complejos de adsorcion.

3.3.5 Microscopia electronica de barrido SEM y TEM

Las muestras analizadas por microscopia electronica fueron los
complejos de adsorcion TC-montmorillonita calcica a pH 7 (60 mmoles
TC/100g).

Para el analisis por SEM se retomé el complejo de adsorcion TC-
montmorillonita calcica con solucién de NaCl 0,01 M y una gota de la
dispersion se coloc6é sobre portamuestra de grafito. La morfologia de las

particulas del complejo de adsorcion TC-montmorillonita calcica se determiné
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por microscopia electronica de barrido (SEM) con analisis quimico de EDX en
un equipo Philips SEM-JEOL-515; las muestras fueron recubiertas con un
film conductor de oro, siguiendo la técnica de Goldstein y Muldoon (1977).

Para el analisis por TEM los complejos de adsorcion fueron lavados con
solucion de NaCl 0,01 M para eliminar los excesos de TC, posteriormente
secados en estufa a 40 °C y molidos en mortero de agata.

Las muestras de montmorillonita calcica y los complejos de adsorcion
se pusieron en contacto con resina spurr durante 4 h. Posteriormente se
coloco la preparacion en una estufa a 60° C y se dejo toda la noche a fin de
que la resina se solidifique. Los cortes del material sé6lido se realizaron en un
ultra microtomo LKB a temperatura ambiente, obteniéndose espesores de las
secciones de 70 nm. Los cortes fueron colocados en grillas de cobre de 200
mesh para su observacion en microscopio electréonico JEOL 100 CXII (voltage

de aceleracion: 100kV).

3.4 Resultados y discusion

Espectroscopia UV-vis:

En la Fig. 3.5 se presentan los espectros UV-vis de soluciones de TC
(0,069 mM) a pH 3, 4 y 7 y se los compara con los espectros en presencia de
montmorillonita (TC 0,069 mM y montmorillonita 0,90 gL-1). A estas
concentraciones de TC y montmorillonita, aproximadamente el 90 % de TC se
encuentra adsorbida y por lo tanto el espectro del sistema corresponde
principalmente a TC adsorbida al mineral.

Los espectros de TC en soluciéon, tal como se indicé en el capitulo
anterior, muestran las bandas caracteristicas de TC a 270 nm,
correspondiente al sistema tricarbonilico A y a 357 nm del cromé6foro BCD

(Mitscher, 1978).




102
Capitulo 3

151

—solucién TC —solucion TC

—sistema TC-mont pH4

— sistema TC-mont pH3

200 300 400 500 600 200 300 400 500 600
A(nm)

L (nm)
1,5 7
solucion TC
— sistema TC-mont pH 7
1 -
<
0,5
0 T T 1

200 300 400 500 600
A (nm)

Fig. 3.5.- Espectros de absorcion UV-vis de soluciones de TC (0,069 mM) y
dispersiones TC-montmorillonita.

Los espectros de los sistemas de adsorcion presentan las bandas de
absorcion UV-vis caracteristicas de TC, observandose, ademas, absorcion a
longitudes de onda mayores a 420 nm debidas a la turbidez causada por la
dispersion de montmorillonita. Si se comparan los espectros en ausencia y
presencia de montmorillonita se puede observar que la banda de 357 nm es la
que sufre los cambios mas evidentes a los tres valores de pH analizados; se
presenta un corrimiento batocréomico de 7 nm para pH 3 y de 4 nm para los
valores de pH 4 y 7. Esta observacion constituye una evidencia de
interacciones de la tetraciclina con el mineral que podrian involucrar tanto la
deprotonacién de grupos del croméforo BCD de la molécula o la interaccion
con formacién de puente H con los grupos superficiales de la montmorillonita.
También podria indicar un cambio conformacional inducido por la asociacion
en la interfase. Las modificaciones en las bandas correspondientes a la

molécula de TC se producen debido a diferencias en la polaridad de los sitios
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internos y externos del mineral debido a que el corrimiento batocréomico pone
de manifiesto que el ambiente del compuesto adsorbido al mineral es mas
polar que el correspondiente a la solucion (Lagaly, 2006). Otros autores como
Caminati et al. (2002) observaron similares cambios en los espectros de
absorcién en la interaccion de TC con fosfolipidos y proponen la deprotonacion
del grupo trialquilamino en posicion 4 de la molécula por interacciones
electrostaticas, como también cambios conformacionales en la molécula.

Cuando se compara los espectros de sistemas de adsorcion de TC con
montmorillonita sédica y calcica (Fig. 3.6) se observa que cuando el Ca2+ es el
cation de intercambio del mineral se produce un corrimiento batocrémico
adicional de 7 nm en la banda correspondiente al croméforo BCD a pH 7. Esto
sugiere que la presencia de Ca2?* como catiéon de intercambio aumenta la
interaccion entre el adsorbato y el sélido, interaccion que probablemente
ocurra a través del cation Ca2?* induciendo la deprotonaciéon del grupo —-OH12
(pKag: 7,7).

1,5 1

sistema TC-mont
Ca

— sistema TC-mont

0 T T T 1
200 300 400 500 600
A (nm)
Fig. 3.6.- Espectro UV-vis de TC adsorbida a montmorillonita sédica y calcica a pH7.

Espectroscopia IR:

En la Fig. 3.7 se presentan los espectros IR del mineral arcilloso en
presencia y ausencia de TC. En ambas situaciones se observan las bandas a
3622 y 3411 cm! correspondientes a las vibraciones de tension de los grupos
—OH estructural del mineral y —-OH de moléculas de agua respectivamente y la
banda a 1040 cm! correspondiente a la tensiéon del grupo Si-O del mineral

(Madejova y Komadel, 2001).




104
Capitulo 3

120 —

montmorillonita
100 — —— TC-montmorillonita, pH3
—— TC-montmorillonita, pH7

T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000

Fig.3.7.- Espectros IR de montmorillonita natural (3mg/300mg KBr) y los complejos de
adsorcion TC-montmorillonita (82 mmol/100g mineral) a pH 3 y (35 mmol/100g
mineral) a pH7.

En el complejo de adsorcion se observan algunas de las bandas
correspondientes a la molécula de TC (Fig. 3.8) como la del grupo -CH> (1466
cml) que no sufren modificaciones respecto del espectro obtenido para TC.
Las bandas de los grupos carbonilo de TC a 1632 cm! (C=0 anillo A) y 1686
cm! (C=0 de amida) se observan en el complejo de adsorcién a pH 3 con un
desplazamiento de 15 cm-! respecto de TC y se presentan como una banda
ancha a pH 7. Las bandas del grupo NHR3* en la region 2700-2250 cm!, la
correspondiente al grupo C=0 del anillo C (1586cm-!) y la del grupo N-H
(amida II) a 1526cm ! no son observables en los complejos de adsorciéon y se
observan en la mezcla de soélidos TC/montmorillonita (Fig.3.9). Para estas
mezclas la falta de interaccion significativa entre moléculas de TC y el mineral
hace que las posiciones de las bandas no se modifiquen respecto de las
observadas en los espectros de TC pura y de la montmorillonita pura.

Las modificaciones observadas en las bandas correspondientes a los
grupos NHR3* y grupos carbonilo de la molécula de TC indican que estos
grupos polares estan también involucrados en la interaccion con el mineral. La
interaccion del grupo NHRs* puede ser facilmente entendida si se supone
atraccion electrostatica con las cargas estructurales negativas de la
montmorillonita o a través de enlaces puente hidréogeno con los grupos

superficiales de la misma.
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Fig. 3.8.- Espectros IR de tetraciclina (3mg/300 mg de KBr) y los complejos de
adsorcion TC-montmorillonita (82 mmol/100g mineral) a pH 3 y (35 mmol/100g
mineral) a pH7.
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Fig.3.9.- Espectro IR de una mezcla de so6lidos TC/ montmorillonita (82 mmol/100g
mineral) en KBr.

Espectroscopia ATR-FTIR:

La Fig. 3.10 muestra algunos de los espectros obtenidos a diferentes

tiempos de adsorcion en la region 1200-1800 cm-! a pH 4,5y 7.

numero de onda
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Fig. 3.10.- Espectros ATR-FTIR de tetraciclina (7,27x10-4 M) sobre film de
montmorillonita a pH 4,5 (A) y pH 7,0 (B).

Cabe remarcar que este tipo de espectros sélo pueden obtenerse en
presencia de un film de arcilla sobre el cristal de ZnSe. En ausencia de arcilla,
la concentracion 7,27x104 M de TC es muy baja para dar sefales
significativas en el espectro. De hecho, los espectros ATR-FTIR mostrados en
el capitulo 2 para TC en solucion tuvieron que hacerse con concentraciones de
alrededor de 0,01M para obtener senales apreciables. Por lo tanto, el espectro
obtenido corresponde a TC adsorbida.

La deconvolucion espectral a pH 4,5 para el espectro obtenido a los 21
minutos evidencio6 la presencia de las principales bandas a 1504, 1582, 1609
1639 cmly 1650 cm! y a pH 7 las bandas a 1510, 1590, 1613, 1641 y 1668

cm-!l.
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Si se comparan los espectros de absorcion de los complejos TC-
montmorillonita a pH 4,5 y la solucién de TC a igual pH (Fig. 2.22) se observa
que las bandas a 1582 y 1609 cm! son las menos afectadas por la presencia
del mineral. Estas bandas corresponden a vibraciones del C=0 del anillo C y
del anillo A de la molécula de TC. Mientras que se observan cambios
significativos en las bandas de absorcion correspondientes al grupo amida del
anillo A y no se observa la banda correspondiente al grupo amino protonado
en el complejo de adsorcién. Los resultados sugieren que la interaccion con la
montmorillonita ocurre con participacion de los grupos funcionales CONH; y —
NHR3* del anillo A principalmente. Aunque en la literatura no se encuentran
datos para el sistema TC-montmorillonita, similares resultados fueron
encontrados por otros autores para la interacciéon de tetraciclina con otras
sustancias. Para la interaccién de tetraciclina con films de fosfolipidos, por
ejemplo, Caminati et al. (2002) demostraron la participacién de los grupos del
anillo A de la molécula de TC con los grupos polares del acido
dipalmitoilfosfatidico por medio de analisis por espectroscopia UV-vis y
FTIR/ATR. Chang et al. (2009), por otra parte, encontraron desplazamientos a
mayores frecuencias en las bandas de absorcion IR del grupo amida en
complejos TC-rectorita, lo que también evidencia la participacién de este grupo
en la interaccion con el s6lido mencionado.

Comparando los espectros correspondientes al complejo de adsorcion a
pH 7 y la soluciéon al mismo pH se puede sefialar que, ademas del corrimiento
a menor frecuencia en la banda del grupo amida similar al observado
anteriormente, un aumento de 5 cm! a mayores frecuencias en las bandas
correspondientes a los grupos carbonilo de anillos A y C cuando TC se
encuentra adsorbida a montmorillonita puede ser debida a la protonacién del
grupo O12 y pérdida de la deslocalizacién de electrones en el sistema de
anillos BCD de la molécula.

Los estudios de adsorcion por ATR-FTIR también fueron utilizados para
seguir la cinética de adsorcién. Para ello, los datos de absorbancia de la banda
correspondiente al carbonilo del anillo C de la molécula de TC (1582 cm!)
fueron registrados en funcién del tiempo de adsorcion. Los resultados para pH

4,5 son mostrados en la Fig. 3.11. Se observa que la adsorciéon ocurre de
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manera relativamente rapida, y que luego de los 20 minutos de adsorciéon se

alcanza estabilidad en el sistema.
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Fig. 3.11.- Cinética de adsorcion TC-montmorillonita natural a pH4,5.

Dicroismo circular:

El espectro de DC de TC junto con el espectro de TC adsorbida a
montmorillonita sodica en iguales condiciones de concentracion y pH se
observan en la Fig. 3.12.
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Fig. 3.12.- Espectros DC de una soluciéon acuosa de TC (0,035 mM) y de la dispersiéon
TC-montmorillonita sodica (7,72 mmol/100g) a dos pH diferentes.

Por otra parte, los espectros de DC de soluciones de TC con y sin Ca2*
junto con el espectro de TC adsorbida a montmorillonita calcica en iguales

condiciones de pH se observan en la Fig. 3.13.
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Si bien la presencia de montmorillonita sédica no cambia el perfil del
espectro de TC, se observan cambios en los valores de elipticidad en la region

UV, lo que indica interaccién con el mineral.
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Fig.3.13.- Espectros DC de una solucion acuosa de TC (0,035 mM) y de la
dispersion TC-montmorillonita calcica (7,72 mmol/100g) a dos pH diferentes.

Para los valores de pH analizados, la conformaciéon extendida de TC esta
promovida por el mineral involucrando a los grupos funcionales del anillo A de
la molécula de TC en la interaccion debido a que es éste anillo el directamente
involucrado en el cambio conformacional. En el anillo A se encuentra el grupo
trialquilamino protonado que en la conformacion plegada se encontraba
interaccionando intramolecularmente con el oxigeno deprotonado del C3; es de
esperar que la interaccién electrostatica con la superficie negativa del mineral
compita con la interacciéon intramolecular y favorezca la conformacion
extendida. La estructura reticular de la hoja tetraédrica de la montmorillonita
seria uno de los principales factores que determinan la orientacién regular y
uniforme de las moléculas adsorbidas (Yamagishi, 1993).

Para 1la montmorillonita calcica, también esta favorecida Ila
conformacién extendida sobre la superficie del mineral. La presencia de un
segundo efecto Cotton en la region visible para las dispersiones TC-
montmorillonita calcica a pH 8, sugiere que el Ca2+ actuaria como sitio activo

interaccionando con TC para formar el complejo montmorillonita-Ca2+-TC
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debido a que se observo un efecto Cotton similar en la regién visible para

soluciones de TC en presencia de Ca2* (Fig. 2.28).

Difraccion de Rayos X del sistema de adsorcion:

El diagrama correspondiente a la mezcla mecanica del mineral arcilloso
con cristales de tetraciclina se presenta en la Fig. 3.14. Todas las reflexiones
diagnésticas de TC se observan en la mezcla. La ausencia de cambios en las
posiciones de las reflexiones es de esperar ya que la mezcla esta formada por

dos fases sélidas separadas, sin contacto intimo significativo entre ellas.

:
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Sm
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Fig.3.14.- Diagrama DRX de una muestra so6lida del mineral arcilloso (Sm) mezclado
con TC.

Los diagramas de DRX de los sistemas de adsorcion TC-montmorillonita
natural sédica preparados a pH 3 se muestran en la Fig. 3.15 y se los compara

con el diagrama de la montmorillonita.
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Fig. 3.15.- Diagrama DRX de complejos de adsorcion TC-montmorillonita sédica a pH
3.

En estos casos no se observa ninguna reflexion caracteristica de TC
indicando que esta sustancia no se encuentra formando una fase sé6lida pura.
La TC debe estar, por lo tanto, adsorbida al mineral. Esto es evidente por los
cambios en las posiciones de la reflexion 001 de la montmorillonita en
presencia de TC, que corresponden a aumentos en el espacio intercapa.

La descomposicion matematica de las reflexiones del sistema de
adsorcién donde TC se encuentra retenida en una cantidad correspondiente al
10% de la CIC (14,07 mmol/100g) se presenta en la Fig. 3.16. El ajuste entre
la curva experimental y la resultante de la suma de curvas gaussianas es de
R2=0,97. El ensanchamiento del pico evidencia la presencia de regiones
interlaminares del mineral con distinto grado de hidratacion. La contribucion
de los picos a 6,85, 6,21 y 4,98° 20 se corresponden con la formaciéon de una
monocapa de agua (12,9 /3\), una bicapa (14,2 /&) y una tricapa (17,7 /3\)
respectivamente por lo que la presencia del adsorbato en la dispersion
contribuye a la hidratacion de la montmorillonita. La contribuciéon con un 5%
del area del pico experimental en 3,73° 26 correspondiente a un espaciado de
23,7 A, que resulta en un hombro en el pico hacia los bajos angulos, evidencia
la presencia de TC en algunos espacios intercapa.

Cuando la cantidad de TC en el complejo de adsorcién corresponde al
61 y 84 % de la CIC del mineral, la reflexion primaria se corre a 3,96 y 3,82°
20 con espaciados basales de 22,3 y 23,1 A respectivamente (Tabla 3.2),

haciendo mas evidente la intercalacion de TC en el espacio intercapa.
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Teniendo en cuenta las dimensiones de la molécula de TC y que el
aumento en el espacio intercapa es de aproximadamente 10 A para los
complejos de adsorcion, se sugiere que TC se localiza entre las capas de
montmorillonita como monocapa donde también se podria encontrar cationes

Na* hidratados (Parolo et al., 2008).
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Fig. 3.16.- Descomposicion matematica del diagrama DRX de sistema de adsorcion
TC-montmorillonita (14,07 mmol/100g) a pH 3.

Los diagramas de DRX de los sistemas de adsorcion TC-montmorillonita
natural sédica preparados a pH 7 se muestran en la Fig. 3.17 y se los compara
con el diagrama de la montmorillonita. A este pH la concentracién de TC

adsorbida fue menor que a pH 3 (Tabla 3.2).
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Fig. 3.17.- Diagrama DRX de complejos de adsorciéon TC-montmorillonita sédica a pH
7.
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Los diagramas presentan cambios en la forma de la reflexion de primer
orden: a bajas cantidades de TC adsorbida, la reflexion 001 corresponde a
d=13,7 A; a medida que aumenta la cantidad de TC se observan picos

ensanchados y asimétricos con dos maximos en los rangos de d=22,0-21,0 Ay

14,7-13,2 A que corresponden a intercapas con presencia de TC e intercapas
con distintos estados de hidratacién del mineral. El ensanchamiento de los
picos pone de manifiesto defectos en el apilamiento de las capas de
montmorillonita a lo largo del eje c. Similares resultados fueron encontrados
para la intercalacion de TC en montmorillonitas SWy-2 y SAz-1 (Chang et al.,
2009).

Debido a que tanto a pH 3 como 7 existen especies de TC con grupos
cargados positivamente y con carga negativa en su estructura, la molécula se
localiza seguramente de manera que la carga positiva esté proxima a la
superficie del mineral y la carga negativa tan lejos como sea posible de la
superficie. La distancia entre el anillo aromatico D de la molécula de TC y el
grupo metilo unido al nitréogeno que soporta la carga positiva en la
conformacién extendida de TC y en la disposicion mostrada en la Fig. 3.18 es
de 10 A. Para esta posible disposicién de la molécula de TC en el espacio
intercapa de una montmorillonita sédica, el area molecular expuesta a la
superficie es de aproximadamente 0,80 nm?2. El area molecular fue calculada
para la conformacién extendida de TC, considerando que la molécula es un
rectangulo de dimensiones 13,10 x 8,62 A y forma un angulo de 45° con la
superficie del mineral. El area molecular en la disposicion presentada es
menor al area superficial disponible para un equivalente de adsorbato
cationico monovalente (0,97 nm?2) que fue calculada en el capitulo 1. Las
moléculas de TC se ubicarian paralelas entre ellas pero lo suficientemente
separadas como para evitar la formacion de dimeros o agregados moleculares,
segun indican los espectros UV-vis de los complejos de adsorciéon. Los grupo
amino protonados de moléculas contiguas se enfrentan a caras opuestas del
mineral y de ésta manera los grupos polares C=0 e —-OH se encontrarian
enfrentados e interaccionando con cationes inorganicos y moléculas de agua
presentes en la intercapa.

Estudios sobre orientacién de moléculas organicas intercaladas en el

espacio intercapa de micas y minerales relacionados fueron llevados a cabo
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por otros autores (Bedzyk y Cheng, 2002; Fenter, 2002) donde se observo que
los grupos alquilo y aromaticos no se orientan paralelos a la superficie basal
debido a la elevada carga negativa estructural de los minerales analizados y a
la coadsorcién de cationes organicos y aniones inorganicos (haluros de
alquilamonio). Mediante estudios de difraccién de rayos X para la adsorcion de
hexadeciltrimetilamonio intercalado en vermiculita se determiné un angulo de

50° de la molécula con la superficie del mineral (Slade vy Gates, 2004).

10A

>

Fig.3.18.- Disposicion de TC en su conformacion extendida en el espacio intercapa de
montmorillonita sodica.

Tabla 3.2.- Reflexiones y espaciados de complejos de adsorcion tetraciclina-
montmorillonita sodica.

pH mmoles TC ads/100 2-0 d 001 (A)
sistema g montmorillonita
3 14,07 6,64 13,3
8 64,10 3,96 2258
6,88 6,33 14,0
28,97 6,00 14,7
28,97 4,20 21,0

En la Fig. 3.19 se presentan los diagramas correspondientes a los

complejos de adsorcion MC-montmorillonita natural a valores de pH 3 y 7,
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junto con el diagrama correspondiente a una montmorillonita preparada a
partir de una dispersion (15mg/mL) en NaCl 0,01 M.

A pH 3 se observa una reflexién (001) en 4,88° 20 (d=18,1 A) y (002) en
9,94° 20 (d=8,9 A); mientras que a pH 7 se observa la reflexion (001) en 4,06°
26 (d=21,8 A) y (002) en 7,68° 20 (d=11,5 A).
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—— Namontmerillonita

21,75 A

8000

|
/ ~ 63mmol MC/100g pH3
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—— 46 mmol MC/100g pH7
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4000
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Fig. 3.19.- Diagrama DRX de complejos de adsorcion MC-montmorillonita sédica a pH
3y7.

Los resultados obtenidos parecen indicar la intercalacién de una
monocapa de moléculas MC en el espacio interlaminar y diferentes
orientaciones de la molécula segiin las condiciones de pH del medio. Para
valores de pH 3 prevalecen las especies cationicas de MC (MCH42+ y MCH3*) y
los grupos de carga positiva se orientan paralelos al plano basal del mineral,
mientras que cuando la especie predominante es la zwitteridnica (pH 7) la
molécula se orienta de manera tal de acercar los grupos de la carga positiva a
la superficie y alejar los grupos cargados negativamente.

En la Fig. 3.20 se muestran los difractogramas de los complejos de
adsorciéon TC-montmorillonita calcica junto con el correspondiente a la
montmorillonita calcica. Las reflexiones y espaciados basales correspondientes
se presentan en la Tabla 3.3. En ausencia de TC se observa una reflexion de
primer orden en 7,06° 20 (d=12,5 A), caracteristica de la montmorillonita
sédica (Moore y Reynolds, 1997). El difractograma es similar para bajas
cantidades de TC adsorbida (7,78mmol/100g, 7 % CIC). A mayores cantidades
de TC en el complejo, sin embargo, los difractogramas muestran dos
reflexiones bien diferenciadas, en el rango de 21,8-21,5 A y 12,3-12,1 A. El

hecho que la montmorillonita inicialmente calcica presente reflexiones
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caracteristicas de una monmorillonita sédica se debe a que las suspensiones
fueron preparadas en NaCl y que el Na* compite con el cation calcio

intercambiable debido a que se encuentra en concentraciones muy superiores

en la solucion.

10000 -
Y
8000 - < 2 mont-Ca
. ——7,78mmolTC/100g
6000 - -
<

——=29,74mmolTC/100g

4000 ——61,94mmolTC/100g

Intensidad

2000

2 6 100 14 18 22 26 30 34 38
2-0

Fig.3.20.- Diagrama DRX de complejos de adsorcién TC-montmorillonita calcica a
pH7.

La aparicién de una segunda reflexion indica intercalacion de TC, por lo
que el difractograma muestra una reflexién que corresponde a intercalacion de
TC (interactuando con cationes Ca2?* y/o Na*) y otra reflexion debida a

intercapas con distintos grados de hidratacion.

Tabla 3.3.- Reflexiones y espaciados de complejos de adsorcion tetraciclina-
montmorillonita calcica.

pH mmoles TC ads/100 2-6 (°) d 001 (A)
sistema g montmorillonita

7 7,78 7,06 12,5

7 29,74 4,10 21,5

7 29,74 7,20 12,3

Tal como también lo sugieren la espectroscopia UV-vis y el dicroismo
circular, la formaciéon de complejos con el catién divalente seria responsable
de la mayor afinidad de TC por la montmorillonita calcica. Por lo tanto, los

cationes calcio no se encontrarian solos en el espacio intercapa sino que
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estarian principalmente interactuando con la TC. Es por ello que no se
observan las reflexiones caracteristicas de una montmorillonita célcica en
6,00° 20 (d=15,0 A) en estos sistemas.

Los diagramas correspondientes a los complejos de adsorcion TC-
montmorillonita calcica (61,94 mmol/100g) preparados sin control de fuerza
i6nica y a pH 7 presentan una reflexion primaria a 4,85° 20 que corresponde a
un espaciado de 18,2 A. Si se considera que el espesor de una capa 2:1 de
montmorillonita es aproximadamente igual a 9,6 A, la intercalacién de TC
representa un aumento en el espaciado basal de 8,6 A, por lo cual la molécula
tendria una disposiciéon mas paralela al plano basal del mineral que aquellos
sistemas que fueron preparados con control de fuerza iénica. La TC compite
con las moléculas de la capa de hidratacion de Ca2* e interacciona con el
mineral a través del cation.

En los diagramas de rayos X experimentales correspondiente a los
complejos de adsorcion se observaron nuevas reflexiones en los bajos angulos
y un ensanchamiento de las mismas. Con el fin de analizar los cambios que se
produjeron en la estructura del mineral, componente de los complejos
montmorillonita-TC, se modelaron los diagramas utilizando el programa
Newmod®. Este programa permite obtener diagramas de DRX de sistemas
construidos seleccionando minerales, grado de hidratacion y composiciéon y
comparar dichos diagramas con los obtenidos experimentalmente.

Los diagramas de rayos X se representaron entre 2 y 40 °26 (step 0,05),
se considerd, ademas, que el mineral presenta 1,7% Fe y una capacidad de
intercambio de 104 meq/100g. Bajo estas condiciones se modelaron los
difractogramas de rayos X de las muestras preparadas a partir de dispersiones
de montmorillonita en solucién de NaCl 0,01 M y los complejos de adsorcién
TC-montmorillonita con distintos cationes de intercambio, concentracion de
TC adsorbida y bajo diferentes condiciones de pH. Los diagramas para los
complejos de adsorcién que mejor ajustan a los experimentales corresponden
a interestratificados (IE) en diferentes proporciones de los componentes
esmectita monohidratada (12,4 A) y esmectita con intercalacién de TC (22 A).

Los IE se definen como filosilicatos en los cuales dos tipos de capas se
encuentran intermezcladas en una secuencia de apilamiento vertical dentro de
un cristal o dominio de difraccion. Las capas pueden estar distribuidas en esa

estructura en forma ordenada o al azar, en nuestro caso se propone la ultima
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opcién, respondiendo a lo que se denomina tipo de ordenamiento (RO), donde
R=0 para dos componentes A y B, corresponde a un ordenamiento
ABAABABBBAA (Reynolds, 1980).

El modelo propuesto permitié explicar la presencia de picos de
difraccién anchos, no integrales, asimétricos hacia los bajos angulos y la
permanencia de la reflexién a 12,5 A aunque varie la cantidad de esmectita en
la mezcla, comportamiento que acuerda con el de un IE (capas
expansivas/capas fijas), segiin Moore y Reynolds (1997).

En la Tabla 3.4 se presentan, a manera de ejemplo, los valores de los
espaciados basales calculados para los sistemas de mayor cantidad de TC

adsorbida.

Tabla 3.4- Espaciados basales calculados utilizando el programa Newmod.

Muestras d(001)A d(001) A - d(002)A
Experimental calculado Newmod
dispersion de 14,1 14,4
montmorillonita calcica
(15 mg/ml)
TC-montmorillonita 22,5-12,5 22,3-12,1

calcica, pH7
(62 mmol/ 100 g)

TC-montmorillonita 23,1-11,1 22,7-11,4
sodica, pH3
(88 mmol/ 100 g)

En la Fig. 3.21 se presentan los diagramas obtenidos a partir de la
dispersion de montmorillonita calcica en solucién de NaCl 0,01 M (15 mg/mL)
y el calculado utilizando el programa Newmod®. El mejor ajuste obtenido
responde a un modelado de mineral puro (diesmectita calcica con dos

moléculas de agua en el espacio intercapa).
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Fig. 3.21.- Diagrama de DRX correspondiente a la dispersion de la montmorillonita
célcica y el calculado utilizando el programa Newmod®.

En el diagrama DRX experimental correspondiente al sistema de
adsorciéon TC-montmorillonita calcica (62 mmol/100g) se observa que la
reflexién mas intensa corresponde a d001=22,0 A (Fig. 3.22) que fue modelado
bajo la forma de interestratificado de diesmectita con intercalaciéon de TC y

diesmectita monohidratada en una relacion 53:47.
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Fig. 3.22.-Diagrama de DRX correspondiente a la dispersion del complejo de adsorcion
TC-montmorillonita calcica (62 mmolTC adsorbido/100g) y el calculado utilizando el
programa Newmod®.
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Para los sistemas TC-montmorillonita sédica (Fig. 3.23), los diagramas
de DRX modelados condicen con un patréon de interestratificado diesmectita

con intercalacion de TC y diesmectita monohidratada (60:40).

8000 ~
7000 -
6000 e DRX TC-
montmorillonita-Na
T 5000 o
o (tedrico)
g 4000 - DRXTC-
S 3000 montmorillonita-Na
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2000
1000

0

Fig. 3.23.-Diagrama de DRX correspondiente a la dispersion del complejo de adsorcion
TC-montmorillonita sodica (88 mmolTC adsorbido/100g) y el calculado utilizando el
programa Newmod®.

El ensanchamiento de los picos esta determinado por la imperfeccion
del cristal y/o por la presencia de subgranos muy pequenos, los que son
considerados el dominio de difraccion. Este dominio esta determinado por el
numero de celdas elementales, entre 2 y 15; cuanto mas bajo sea éste nimero
mas ancho sera el pico a media altura (Moore y Reynolds, 1997). El
ensanchamiento de los picos observado en algunos de los diagramas
modelados se obtuvo modificando el tamafo de celda elemental (en el modo
estandar el parametro N es Low (L)= 1 y High (H)= 14). Por ejemplo, para el
diagrama de montmorillonita calcica el tamano de la celda fue L1-H6, con lo
cual al disminuir el tamafio de la particula, se produce un ensanchamiento

del pico y una ligera asimetria del mismo.

3.4.1 Evaluacion del pH de la dispersion de montmorillonita en
presencia de tetraciclina.

El pH del sistema aumenta gradualmente con el agregado de TC a una
dispersion de montmorillonita desde un valor de pH 5 a 5,4, como se observa

en la Fig 3.24. Cuando se agrega al sistema 123,47 mmoles TC/100 g de
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mineral se alcanza el maximo valor de pH del sistema. Posteriores agregados
de TC no modifican el pH de la dispersion. Este aumento en el pH indica que

la adsorcién de TC ocurre conjuntamente con una coadsorcién de protones.

4,9 T T T T T 1

0 0,0003 0,0006 0,0009 0,0012 0,001¢

Fig. 3.24.- Efecto del agregado de TC en el pH de una dispersion de
montmorillonita (0,90 g L)

Los aumentos en el pH registrados con el agregado de TC a una
dispersion de montmorillonita, conjuntamente con el uso de una isoterma de
adsorcion de TC a pH 5, permiten calcular la cantidad de protones que se
coadsorben por mol de TC adsorbida. Los datos asi calculados se muestran en
la Fig. 3.25.
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Fig. 3.25.- Coadsorcion de TC y H* a la superficie del mineral
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Los resultados obtenidos demuestran que la TC toma protones del
medio o de la capa de hidratacion de cationes de intercambio del mineral al
acercarse a la superficie. Las caracteristicas acidas de la capa de hidratacién
se ponen de manifiesto cuando la molécula accede a sitios reactivos del
mineral. Bajo las condiciones en que se llevo a cabo la experiencia, la
protonacion de TC implica un desplazamiento del equilibrio de la forma

zwitteriénica a la totalmente protonada de TC.

La coadsorcién de protones disminuye a medida que aumenta la

concentracion de TC adsorbida (Fig.3.26).

3.4.2 Analisis de Ca2* en equilibrio en sistemas de adsorciéon
tetraciclina-montmorillonita calcica por absorcion atémica

La Fig. 3.26 muestra la concentracion de cationes calcio en equilibrio
con el complejo de adsorciéon TC-montmorillonita calcica y en equilibrio con la

montmorillonita calcica, estando ausente en este ultimo caso la TC.

Ca 2* en equilibrio (ppm)

Fig. 3.26.- Efecto del pH en la concentracion del cation Ca2* en equilibrio con el
sistema de adsorcion TC-montmorillonita-Ca (®) y con la dispersion de
montmorillonita-Ca (LJ).
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En ausencia de TC, la concentracion de Ca2+* en equilibrio con el
mineral arcilloso disminuye en el intervalo de pH 2-4 y luego permanece
aproximadamente constante hasta pH 11,5. En presencia de TC el
comportamiento es diferente: la concentracién disminuye de pH 2 a pH
aproximadamente 8, donde se encuentra un minimo, y luego aumenta hasta
pH 11,5.

La teoria de la doble capa eléctrica predice que la afinidad de un
intercambiador i6nico sélido, como la superficie de las montmorillonitas, por
cationes divalentes es mayor que para iones monovalentes y que la
selectividad por iones de mayor valencia disminuye cuando incrementa la
fuerza i6nica de la solucion (Stumm, 1992). La afinidad relativa puede ser
definida cuantitativamente aplicando la ley de masa a la reaccion de
intercambio, por ejemplo para una montmorillonita sédica (Na*S-) en presencia

de iones Ca?* en solucion:

2Na*S + Ca2t <= Ca2?* S-> + 2 Nat

A bajas concentraciones de Na*, la superficie del mineral muestra una
fuerte preferencia por los cationes Ca2?*, mientras que la selectividad
disminuye a medida que aumenta la concentracion de Na* en solucién. Si el
pH de la dispersion es bajo, los protones también pueden competir con los
cationes sodio y calcio por los sitios de intercambio.

Para el analisis de la Fig. 3.26 es necesario considerar que ambos
sistemas fueron preparados con control de fuerza ionica utilizando solucion de
NaCl 0,01M que aporta 0,8 mmoles de Na* al sistema. Por otra parte, teniendo
en cuenta la capacidad de intercambio del mineral y que los sistemas de
adsorciéon fueron preparados a partir de 18 mg de montmorillonita calcica es
posible calcular que 0,009 mmoles de cationes de intercambio Ca2+ se
encuentran también en el sistema. En el intervalo de bajos valores de pH la
presencia de H* y Na* en soluciéon representan una competencia para el cation
Ca2+ que, si bien es cation divalente, esta a una concentracion 100 veces
inferior que el de Na aproximadamente. Es por ello que en todos los casos se
encuentra Ca2* en el sobrenadante. En ausencia de TC, la constancia en la

concentracion de Ca2?* a pH superiores a 4 indica que el Unico cation que
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compite con el calcio es el sodio. El aumento en la concentracién de Ca2* a pH
bajos muestra que en estas condiciones los protones también pueden
intervenir en la competencia.

En presencia de TC y a medida que aumenta el pH prevalecen las
especies TCHz y TCH- que si bien no son especies cationicas interaccionan con
la superficie del mineral probablemente por su afinidad por el Ca2+.

Las variaciones en la concentracion de Ca2?* entre los dos sistemas
promovidas por la presencia de tetraciclina, se observa mas claramente si se
grafica la diferencia entre la concentraciéon de Ca2+* en equilibrio con el
complejo de adsorcién y con la montmorillonita (Fig. 3.27). Entre pH 5 y pH
8,5 la concentracion de Ca2?* en presencia de TC es inferior a la concentraciéon

en ausencia de TC.
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Fig. 3. 27.- Diferencia entre la concentracion de Ca2* en sistemas de adsorcion TC-
montmorillonita-Ca y la correspondiente a la dispersion del mineral.

Tal como lo sugieren los estudios espectroscopicos realizados, la
formacion de complejos con el Ca2* seria responsable de la mayor afinidad de
TC por la montmorillonita calcica por lo que estos cationes divalentes estarian
principalmente interactuando con la TC en el espacio intercapa del mineral.

A partir de los valores de concentracién de cationes Ca2* en la superficie
del mineral y de los resultados de adsorcion de TC a montmorillonita calcica a
pH 7, se puede determinar que la relaciéon de concentracién Ca/TC es
aproximadamente 1 en el espacio intercapa del mineral. La formaciéon de

complejos 1:1 (Ca:TC) modifica la carga de las especies TCH»* y TCH- y
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aumentaria la afinidad de TC por la montmorillonita en el intervalo de pH 5-
8,5. A medida que las especies de TC en equilibrio con el complejo de
adsorciéon sufren deprotonacion del grupo trialquilamino, que le otorga carga
positiva a TC hasta elevados valores de pH (pKa=9,5), la afinidad por el
mineral disminuye y las especies de TC en solucién con carga neta -2
favorecen el desplazamiento del equilibrio de intercambio catiénico Na* por
Ca?*, aumentando la concentracion de Ca2?* en solucion. Los resultados
obtenidos parecen indicar que los complejos Ca-TC se forman en el espacio

intercapa cuando la TC se aproxima a la superficie del mineral.

3.4.3 Microscopia electréonica de barrido y microscopia
electronica de transmision.

La Fig. 3.28 muestra la microfotografia SEM de TC adsorbida a
montmorillonita calcica en una relacion inicial de concentraciones superior a
la capacidad de intercambio del mineral.

La diferencia de tamano y formas de las particulas de la esmectita (Sm)
y su adsorbato (TC) conducen a la morfologia de depositacion que se presenta
en la Fig. 3.28. Se observa una superficie continua de textura lisa,
correspondiente a un exceso de TC en la superficie, con craquelados que
permiten identificar el argilomineral por debajo de la misma (Fig.3.29 A). El
analisis EDX sobre esta superficie mostré que el elemento mayoritario es Siy
luego en menor abundancia el Al, Fe, Ca, corroborando la presencia de

montmorillonita en el complejo de adsorcion.

Fig. 3.28- Microfotografia SEM de TC adsorbida a montmorillonita-Ca2*
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En un corte transversal de la muestra se observa en la parte inferior la
esmectita distribuida homogéneamente con particulas con una morfologia de
habitos laminares y bordes crenulados, con contactos borde-cara y cara-cara y
la TC ocupando algunos espacios distribuidos irregularmente con formas
globulares (Fig. 3.29 B). En la parte superior del preparado se depositan los
cristales de TC, orientados paralelos segiin la mayor superficie de los mismos.

La Fig. 3.29 muestra la microfotografia TEM correspondiente a la
montmorillonita homoionizada con Ca2*y la correspondiente a TC adsorbida a

montmorillonita calcica.

Fig. 3.29- Microfotografia TEM, A: montmorillonita homoionizada con Ca2*, B: TC
adsorbida a montmorillonita-Ca (60 mmoles TC /100g).

En la muestra correspondiente a la montmorillonita calcica se midieron
espaciados d=13,0 A (software NIKON-NIS-Elements Basic Research, version
3.0). Para el complejo de adsorcion TC-montmorillonita se observaron dos
espaciados interlaminares diferentes, d=13,0 A y d= 22,0 A. Esta metodologia
de analisis permiti6é aportar informacién que apoya el diagnoéstico realizado por
DRX donde se observaban difracciones que corresponden a intercapas con
presencia de TC interaccionando con el mineral a través del catiéon Ca2?* e
intercapas con distintos estados de hidratacion del mineral.

Los resultados obtenidos de las observaciones correspondientes a
microscopia electrénica demuestran que la adsorcion de TC ocurre con

intercalacion entre las capas de montmorillonita.
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3.5 Conclusiones

Mediante diversas técnicas como la espectroscopia 6ptica, difraccion de
rayos X y microscopia electronica se obtuvo informacion acerca de las
interacciones quimicas entre tetraciclina y montmorillonita.

La interaccion TC-montmorillonita es claramente evidenciada por los
cambios observados en los espectros UV-vis de los sistemas de adsorciéon. La
formacion puente H con los grupos superficiales de la montmorillonita a través
de los grupos —OH del cromo6foro BCD de la molécula como también el cambio
de conformacion inducido sobre la superficie del mineral, serian responsables
del efecto batocromico observado en la banda de mayor longitud de onda. El
catibn de intercambio Ca2?* es un posible sitio de interacciéon de la
montmorillonita induciendo la deprotonaciéon del grupo -OH12 (sistema de
anillos BCD) y produciendo un efecto batocrémico adicional en el espectro de
absorcién y un efecto Cotton adicional en la region visible a valores de pH
donde el grupo -OH12 se encuentra mayormente deprotonado.

Las modificaciones observadas a diferentes valores de pH en el espectro
de absorcion IR de los complejos de adsorcion para las bandas
correspondientes a los grupos NHR3*, el grupo amida y grupos carbonilo de los
anillos A y C de la molécula de TC son una evidencia de que estos grupos
polares estan involucrados en la interaccién con el mineral.

Los cambios observados en la intensidad del efecto Cotton negativo en
la region UV ponen de manifiesto que la conformacién extendida de TC esta
promovida por el mineral, involucrando a los grupos funcionales del anillo A
de la molécula de TC en la interaccion. La interaccion electrostatica entre el
grupo amino protonado (N4) de TC con la superficie negativa del mineral
compite con la interaccion intramolecular (N4-O3) y favorece la conformacion
extendida. Ademas, la interaccién intermolecular entre estos grupos se
encuentra desfavorecida debido a que el O3 toma protones del medio o de la
capa de hidratacion de cationes de intercambio del mineral al acercarse a la
superficie, tal como lo demuestra los resultados obtenidos en la experiencia de

coadsorcion de protones.
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Los resultados obtenidos por difracciéon de rayos X y las observaciones
correspondientes a microscopia electrénica demuestran que la adsorcion de

TC ocurre con intercalacién entre las capas de montmorillonita.

La intercalacion de TC en la intercapa produce un aumento en el
espaciado basal que corresponde a una monocapa de moléculas. Las especies
de TC seguramente orientan su grupo funcional con carga positiva proximo a
la superficie del mineral y alejan la carga negativa. Para esta posible
disposicion de la molécula de TC, el area expuesta a la superficie es de 0,80
nm?, inferior al area disponible para un equivalente de adsorbato cationico
monovalente (0,97 nm?2). La ausencia de reflexiones correspondientes a
montmorillonita calcica en los complejos de adsorciéon a pH 7 indica que, en
estas condiciones experimentales, los cationes calcio se encuentran

interaccionando con TC y no compitiendo por un sitio en el mineral.
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4 DETERMINACION DE LAS PROPIEDADES ADSORTIVAS DE
SISTEMAS MONTMORILLONITA-AGUA.

4.1 Optimizacion de los parametros de adsorcion

La transferencia de sustancias de la fase movil (liquida o gaseosa) a la
fase solida gobierna la movilidad de sustancias en medios acuosos. El estudio
de la retencién de una sustancia en un solido a distintas concentraciones
constituye una de las principales herramientas para describir y predecir la
distribucién de sustancias en el medio ambiente (Limousin et al., 2007). Por
otro lado, las reacciones de solutos con la superficie de minerales controlan
las caracteristicas geoquimicas de sistemas naturales. En particular, los
procesos de adsorcion afectan la reactividad y la carga superficial de las
particulas de solidos suspendidos y determinan su agregacion y transporte
(Stumm, 1992).

Tal como se indic6 en el capitulo anterior, los métodos espectroscépicos
y microscopicos son muy importantes para determinar interaccion entre iones
o moléculas y la superficie de minerales. Sin embargo, los métodos que
cuantifican la adsorcion permiten conocer la magnitud de la adsorcion en
diferentes condiciones experimentales. Con la aplicacion de métodos
cuantitativos se pueden obtener isotermas de adsorcion y/o desorcion,
medidas de adsorcion en funcion de otras variables como pH, fuerza iénica,
temperatura, etc. Los procesos de adsorcién/desorcion presentan
generalmente un importante control cinético, por lo que la dependencia del
tiempo debe ser especificada.

Debido a las caracteristicas macroscopicas y empiricas de las isotermas
de adsorciéon no es posible obtener informacion respecto de los mecanismos de
adsorciéon involucrados. Para explicar y predecir la capacidad adsortiva del
material en muy variadas condiciones experimentales es importante completar
el estudio con la eleccion de modelos que describan la adsorcién.

La seleccion de las mejores condiciones experimentales para la
adsorciéon de una sustancia deben incluir el analisis de las propiedades
superficiales del mineral expuesto a la solucién como el area, la densidad de
carga y las propiedades acido-base como asi también la composicion de la

solucién soporte (background), especialmente cuando los procesos de
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adsorcién/desorcién son controlados por mecanismos competitivos tales como
intercambio i6nico (Limousin et al., 2007).

A fin de evaluar la afinidad que las tetraciclinas presentan por la
superficie del mineral arcilloso bajo diferentes condiciones experimentales, se
llevaron a cabo experiencias donde se analizaron el efecto del pH, fuerza i6énica

y cation de intercambio en el proceso de adsorcion.

4.2 Isotermas de adsorcion

El proceso de adsorcién es frecuentemente descripto mediante isotermas.
La representacion de la cantidad de especies sorbidas en funciéon de su
concentracion en solucién bajo condiciones de equilibrio y a temperatura
constante se denomina isoterma de sorcién. Donde el término sorcion se usa
de manera general, sin tener en cuenta el tipo de retenciéon, para referirse ya
sea a un proceso de adsorciéon o a uno de absorciéon (Sposito, 1984). Los
procesos que se consideran de aqui en adelante, como la interaccion entre
moléculas de antibioticos y la superficie de montmorillonita, son considerados
procesos de adsorcion, por lo que en general se usara este ultimo término. En
una isoterma tipica se observa que la cantidad adsorbida aumenta a medida
que aumenta la concentracion de adsorbato en el sobrenadante, hasta que la
cantidad adsorbida llega a un valor de saturacién (plateau), donde se han
ocupado todos los sitios disponibles del adsorbente. Una isoterma tipica de

adsorciéon se muestra en la Fig. 4.1.

Cantidad adsorbida de adsorbato

0 .
Concentracion de adsorbato

Fig. 4.1.- Representacion general de una isoterma de adsorciéon. La pendiente de la
linea punteada corresponde al coeficiente de distribucion Kd (Langmuir, 1997).
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Giles et al. (1974) propusieron un modelo general de clasificacion de
isotermas de adsorcion, de las cuales cuatro isotermas son las observadas con
mas frecuencia:

e La isoterma “C” es lineal, la relacién entre la cantidad de sustancia que
permanece en solucién y adsorbida (Kd) es la misma para toda
concentracion.

e La isoterma “L” donde se observa una progresiva saturacion del
adsorbente debido a que disminuye la relaciéon entre la concentraciéon
de la sustancia en solucion y adsorbida.

e Laisoterma “H” es un caso particular de la isoterma “L”, se observa una
pendiente inicial muy elevada debida a una elevada afinidad de la
sustancia por el adsorbente.

e La isoterma “S” es una curva sigmoidal que presenta un punto de
inflexion. Esta isoterma se observa cuando tienen lugar mecanismos de
adsorcion muy diferentes.

Las isotermas coéncavas “L” o “H” son las encontradas con mayor
frecuencia y es comun utilizar para estos casos algunos modelos simples para
sistemas que han alcanzado el equilibrio como el de Freundlich y el de
Langmuir.

Las ecuaciones de las isotermas de Langmuir y Freundlich han sido
ampliamente aplicadas en estudios de adsorcion con soluciones diluidas. El
ajuste de los datos experimentales a las isotermas de adsorciéon, en la gran
mayoria de los casos, no representa evidencias respecto de cual es el
mecanismo responsable de la separacion del soluto de la solucién, pero
permite una buena cuantificaciéon con una ecuacién simple del proceso de

adsorcion.

Isoterma de Langmuir: Para los supuestos mas simples del proceso de

adsorcién los sitios del adsorbente (S) son ocupados por el adsorbato (A) bajo

una estequiometria 1:1 generando especies superficiales SA (Ec.4.1).

S+A < SA (Ec.4.1)
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La ecuacion de Langmuir deriva de la aplicacion de la ley de accion de masa

correspondiente:

—[SA]—:K = g(AOTa/RT (Ec.4.2)

[ST[4]

se asume que el coeficiente de actividad superficial es igual a la unidad, Sy
SA pueden ser expresados en molL-! o molm-2.

La cantidad maxima de sitios superficiales (St) del mineral se calcula

como:
S; =[S]+ [SA]
entonces:
K . [A
[SA]= ST¢ (Ec.4.3)
1+ Kads [A]
si se define la densidad superficial de adsorbato (I') como:
' =[SA]/masa de adsorbente
la Ec.4.3 puede representarse de la siguiente manera:
K [A
I' =T'max s A (Ec.4.4)
1 + K, [A]
frecuentemente la ecuacion de Langmuir se representa:
0 K, .[A] (Ec.4.5)
= C.4.
1 _ 9 ads

donde 6 = [SA] / ST, llamado grado de cubrimiento o grado de saturacion
superficial.

Las condiciones bajo las cuales es valida la aplicacion de la ecuacion de

Lagmuir son las siguientes:
v El equilibrio térmico se alcanza con la formacion de una
monocapa de adsorbato (6=1). La existencia de una adsorcién

maxima indica la presencia de sitios de adsorcion finitos.
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v' La energia de adsorcion es independiente de 6 debido a que todos
los sitios del adsorbente presentan la misma actividad.
v Los solutos no interaccionan entre si sobre la superficie del

adsorbato.

La constante del equilibrio de adsorciéon y la maxima concentracion
adsorbida se pueden determinar a partir de los datos experimentales (Fig. 4.1)

aplicando la Ec.4.4.

Fig. 4.2.- Isotermas de adsorcion de Freundlich y Lagmuir (Stumm, 1992).

La competencia de adsorbatos por un mismo sitio del adsorbente ha
sido explicada con el modelo de Langmuir mediante ecuaciones individuales

para cada especie adsorbida (Allison et al., 1991).

Isoterma de Freundlich: La ecuacion de Freundlich (Ec.4.6) fue una de las
primeras ecuaciones propuestas en quimica superficial y se aplica
fundamentalmente para sélidos con propiedades superficiales heterogéneas,
donde disminuye la tendencia a la adsorcion cuando aumenta 6. Para el
modelo de Freundlich la entalpia de adsorcion disminuye logaritmicamente
con el recubrimiento. Esta isoterma, a diferencia de la de Langmuir, no

predice que el mineral pueda alcanzar un estado de saturacion.

I'=m [A]" (Ec.4.6)
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donde m y n son constantes.

La constante n puede adoptar valores entre 0,6 y 3,3, aunque

generalmente se encuentra entre 0,9 y 1,4 (Lyman et al., 1982). Cuando n=1:

m=Ka=I"/[A] (Ec.4.7)

K4 se denomina constante de distribucion y es la pendiente al origen de la
isoterma. La isoterma de Freundlich y Kd suponen la existencia de infinitos
sitios de sorciéon en el sélido (Langmuir, 1997).

Para resolver si los datos experimentales de adsorcion obedecen el
modelo matematico de Freundlich se linealiza la isoterma aplicando logaritmo
a la expresiéon de la Ec.4.6.

En sistemas donde la adsorcion y desorcion son completamente
reversibles, y los datos de adsorcion son obtenidos cuando se ha alcanzado el
equilibrio, las isotermas de adsorcién y desorcion deben ser superponibles. El
valor de la constante de reaccion es el mismo si el equilibrio se alcanza en la
direccion de la adsorcion o de la desorcion. En muchos casos, las isotermas no
son superponibles y muestran histéresis para cierta concentracion de
adsorbato en la solucién, encontrandose que la concentracion adsorbida es
mayor en la direccién de la desorcion. La histéresis observada en las isotermas
de desorcion de adsorbatos organicos es en general debida a factores cinéticos
(Sawhney, 1996). En diversos sistemas se observo una rapida adsorcion
seguida de una desorcion lenta (Hamaker y Thompson, 1972; Pignatello vy
Xing, 1996). El mecanismo de la lenta desorcién puede involucrar procesos de
difusion molecular desde los sitios de adsorcion del mineral, formacion de
complejos de esfera interna que requieren mayor energia de activaciéon en la
direccion de la desorcion respecto de la adsorcion, o cristalizacién en la
superficie del adsorbente. En estos casos es mas conveniente hablar de

“pseudo-histéresis” o “histéresis cinética” (Strawn y Sparks, 1999).
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4.3 Experimental:

4.3.1 Efecto del pH del medio en la adsorcion de tetraciclinas.

Se llevaron a cabo estudios de adsorciéon en batch donde se evalué el
efecto del pH del medio en la adsorcién de tetraciclina y minociclina sobre
montmorillonita sédica natural.

Los sistemas de adsorcion fueron preparados en tubos plasticos de 10
mL por triplicado, a partir de una solucién stock de TC (2,78 mM) y de MC
(2,70 mM) preparadas al pH correspondiente y wuna dispersion de
montmorillonita (900 mgL-l) que se mantuvo en agitacion y al valor de pH
correspondiente para cada determinacion 24 h antes de su utilizacion. Se
utilizé como electrolito soporte una solucion de NaCl 0,01M y los valores de
pH de las soluciones fueron ajustados con NaOH o HCI.

Las concentraciones iniciales de TC (0,76 mM), MC (0,74 mM) y la
cantidad de montmorillonita (3,6 mg) en los tubos se mantuvieron constantes
en los sistemas de adsorcion preparados y los valores de pH variaron entre 2 y
11,5. Una vez preparados los sistemas se volvio a ajustar el pH
correspondiente para cada determinacion cuando fue necesario y luego los
tubos se mantuvieron a 20°C, en oscuridad y agitacion constante durante 24
horas. Estudios de cinética de adsorcién llevados a cabo a distintos valores de
pH demostraron que 24 horas es un tiempo suficiente para alcanzar el
equilibrio. Posteriormente las dispersiones fueron centrifugadas a 8000 rpm
(7100 x g) durante 30 minutos, utilizando una centrifuga Sorvall RC 5C, y los
sobrenadantes fueron separados para ser analizados por espectroscopia UV-
vis, a fin de determinar la concentracién del antibiético en equilibrio mediante
el registro de la absorbancia a la longitud de onda de maxima absorcién. Para
la cuantificaciéon de los antibidticos se construyeron curvas de calibraciéon
(1x10-5-8x10-5 M) para cada valor de pH analizado y para la absorbancia
correspondiente a la banda asignada al cromé6foro BCD de las moléculas.

La cantidad de antibiotico adsorbida fue calculada por diferencia entre
la concentracion inicial y la concentraciéon correspondiente al sobrenadante

(Ec.4.8).
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100¥(C,~C.,)

ads Ec.4.8
. . (Bc.4.8)

donde Cags €s la concentracion de TC adsorbida en mmol/ 100 g de adsorbente,
Ci y Ceq s la concentracion inicial y de equilibrio de TC en mmolL-!, V es el

volumen del sistema en L y m es la masa de adsorbente en g.

4.3.2 Efecto de la fuerza ionica del medio

Se llevaron a cabo estudios de adsorcion en batch donde se evaltio el
efecto de la fuerza idnica del medio en la adsorcion de tetraciclina sobre
montmorillonita sédica natural a valores de pH 4, en el que se encuentra un
15% de la especie catidénica (TCHs*) y un 85 % de la forma zwitteridnica
(TCH2%) y a pH 7 donde las especies TCH- y TCHy* se encuentran presentes en
un 15y 85 % respectivamente.

Para el control de la fuerza iénica del medio se utilizaron soluciones de
NaCl (10“M-1M) y los valores de pH se ajustaron con soluciones de NaOH y
HCIL.

Los sistemas de adsorcion fueron preparados por triplicado en tubos
plasticos de 10 mL, a partir de una solucién stock de TC (2,78 mM) y una
dispersion de montmorillonita (900 mgL-1). Una vez preparados los sistemas de
adsorcion donde la concentraciéon de TC se mantuvo constante (0,76 mM), se
controlé el pH cuando fue necesario y luego los tubos se mantuvieron a 20°C,
en oscuridad y agitacion constante durante 24 horas. Posteriormente las
dispersiones fueron centrifugadas a 8000 rpm (7100 x g) durante 30 minutos
y los sobrenadantes fueron separados para ser analizados por espectroscopia
UV-vis.

La cantidad de antibidtico adsorbida fue calculada como se indic6 en la

Ec.4.8.

4.3.3 Efecto del cation de intercambio del mineral arcilloso

A fin de evaluar el efecto del cation de intercambio del mineral en la
adsorcion de TC, se llevaron a cabo estudios de adsorciéon en batch a partir de
una dispersién de montmorillonita calcica (900 mgL-!) y una soluciéon stock de

TC (2,78 mM) con el objeto de comparar los resultados con los obtenidos con
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montmorillonita sédica. La concentracién de TC en los sistemas de adsorciéon
(0,76 mM) se mantuvo constante y los valores de pH variaron entre 2 y 11,5.
Se utiliz6 como electrolito una solucion de NaCl 0,01M y los valores de pH de
las soluciones fueron ajustados con NaOH o HCIl. Las determinaciones se
realizaron por triplicado.

Los sistemas de adsorcion se mantuvieron en agitacion constante, a
20°C y en oscuridad durante 24 horas, luego fueron centrifugados a 8000 rpm
(7100 x g) durante 30 minutos y los sobrenadantes fueron separados para ser
analizados por espectroscopia UV-vis a fin de determinar la concentracion de
TC en equilibrio. Para la cuantificaciéon de TC se construyeron curvas de
calibracion (1x10-5- 8x10-5 M) para cada valor de pH analizado.

La cantidad de antibidtico adsorbida fue calculada como se indic6 en la

Ec.4.8.

4.3.4 Efecto de la presencia de iones Ca2* en el electrolito
soporte.

Se llevaron a cabo estudios de adsorcion en batch a partir de una
dispersion de montmorillonita calcica (900 mgL-!) y una solucion stock de TC
(2,78mM) utilizando como electrolito una solucién de CaCl, 0,01 M. Los
sistemas de adsorcion fueron preparados por triplicado como se indico
anteriormente; la concentraciéon de TC en los sistemas (0,76 mM) se mantuvo
constante y los valores de pH variaron entre 2 y 11,5.

Para la cuantificaciéon de TC por espectroscopia UV-vis se construyeron
curvas de calibracién a partir de soluciones de TC (1x10-5- 8x10-5 M) en CaCly

0,01 M y para cada valor de pH analizado.

4.3.5 Cinética de adsorcion

Para estudiar la cinética de adsorciéon de TC en montmorillonita natural
bajo diferentes condiciones experimentales, se prepararon sistemas de
adsorcién a fuerza i6nica controlada (0,01M de NaCl) y a pH 3, 4 y 7. Se
utilizaron tubos plasticos de 10 mL para preparar los sistemas de adsorcion
poniendo en contacto 2,2 mL de solucién stock de TC (2,78 mM), 1,8 mL de
solucion de NaCl 0,01 M y 4 mL de suspensiéon de montmorillonita (900

mgL-1). Los tubos se mantuvieron a 20°C en agitaciéon y oscuridad durante 0,5,
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1, 6, 15, 24 6 48 horas segin corresponda. Posteriormente fueron
centrifugados 30 minutos a 8000 rpm (7100 x g) y la concentraciéon de TC en
el equilibrio se determin6é espectrofotométricamente a 357 nm. Las

determinaciones se realizaron por triplicado.

4.3.6 Isotermas de adsorcion

Isotermas de adsorcion de TC sobre montmorillonita natural: Las isotermas de

adsorciéon se realizaron a cuatro valores de pH (3, 4, 5y 7). Los sistemas de
adsorcién se prepararon a partir de series de tubos de centrifuga de 10 mL
con 4 mL de dispersion de montmorillonita (900 mgL-1), al pH correspondiente
y utilizando como electrolito NaCl 0,01 M, y distintos volimenes de solucién
stock de TC obteniéndose un rango de concentraciones totales entre 0,07 y
0,90 mmolL-!. Cuando fue necesario se ajustaron nuevamente los valores de
pH con soluciones de NaOH y HCI. Los tubos fueron agitados en oscuridad
durante 24 horas para permitir que el sistema alcance el equilibrio. Luego las
dispersiones fueron centrifugadas a 8000 rpm (7100 x g) durante 30 minutos
y se removio el sobrenadante para el analisis espectroscopico a 357 nm. La

cantidad de TC adsorbida fue calculada como se indic6 en la Ec.4.8.

Isotermas de adsorcién de TC sobre montmorillonita cdlcica: Las isotermas de

adsorcién se realizaron a pH 4 utilizando NaCl 0,01 M como electrolito y a pH
7 con NaCl 0,01 M y CaCl, 0,01 M como electrolito soporte. Los sistemas de
adsorcién se prepararon a partir de series de tubos de centrifuga de 10 mL
con 4 mL de dispersion de montmorillonita calcica (900 mgL-!), al pH y en el
electrolito correspondiente, y distintos volumenes de solucién stock de TC
obteniéndose un rango de concentraciones totales entre 0,07 y 0,50 mM.
Cuando fue necesario se ajustaron los valores de pH con soluciones de NaOH
y HCI. Los tubos fueron agitados en oscuridad durante 24 horas para permitir
que el sistema alcance el equilibrio. Luego las dispersiones fueron
centrifugadas a 8000 rpm (7100 x g) durante 30 minutos y se removi6 el
sobrenadante para el analisis espectroscopico. La cantidad de TC adsorbida

fue calculada como se indic6 en la ecuacion 4.8.
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Para la cuantificaciéon de TC por espectroscopia UV-vis se construyeron
curvas de calibracion a partir de soluciones de TC (1x10-5- 8x10-5 M) en NaCl

0,0l MapH4y7,yen CaCl, 0,01 M a pH 7.

4.3.7 Isotermas de desorcion de tetraciclina.

Las isotermas de desorcion se obtuvieron a valores de pH 3 y 7 para los
sistemas de adsorcion inicialmente preparados en un rango de
concentraciones de TC de 0,07 a 0,90 mM. Cuando fue necesario se ajustaron
nuevamente los valores de pH con soluciones de NaOH y HCI. Los tubos
fueron agitados en oscuridad durante 24 horas para permitir que el sistema
alcance el equilibrio. Luego las dispersiones fueron centrifugadas a 8000 rpm
(7100 x g) durante 30 minutos y se removié completamente el sobrenadante
para determinar la concentracion de TC adsorbida mediante el analisis por
espectroscopia UV-vis. Se repuso el sobrenadante con el mismo volumen de
solucién de NaCl 0,01M al pH correspondiente. El complejo resuspendido se
mantuvo en agitacion a 20°C durante 24 horas; la dispersion fue centrifugada
a 8000 rpm (7100 x g) y se determiné la cantidad de TC que permanece
adsorbida a montmorillonita luego del proceso de desorcién, como diferencia
entre la cantidad inicialmente adsorbida y la cantidad de TC desorbida que se

encuentra en equilibrio con el complejo de adsorcién.

4.4 Resultados y Discusion
4.4.1 Efecto del pH del medio en la adsorcion de tetraciclinas.

En la Fig. 4.3 se presenta el efecto del pH en la adsorciéon de TC sobre

montmorillonita sédica natural.
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Fig.4.3.- Efecto del pH del medio en la adsorciéon de TC a montmorillonita sédica
natural. Las flechas dobles indican los pH donde predominan en solucién
cada una de las diferentes especies de TC.

La adsorcién de TC es relativamente alta en el intervalo de pH 2-4 y
luego disminuye constantemente con el aumento de pH, haciéndose muy
pequena a valores de pH superiores a 10. Similares resultados fueron
publicados para la adsorcion de TC sobre varios minerales arcillosos (Browne
et al., 1980), donde se propuso que el efecto del pH del medio en la adsorcién
de TC es debido a la interaccion de la especie catiénica (TCHs*) con la
superficie del mineral, cuya concentracion disminuye al aumentar el pH. A
partir de pH 3 comienza el predominio de la especie zwitterionica de TC, donde
la carga negativa en la estructura contrarresta la tendencia al intercambio
cationico con el mineral. Es necesario notar que si bien la especie zwitterionica
tiene una carga neta igual a cero, posee todavia al grupo trialquilamino de
posiciéon 4 con una carga positiva. La disposicion de la molécula orientando
este grupo con carga positiva hacia la superficie, tal como se postulé en el
capitulo 3, hace que la adsorcion sea todavia favorable aunque menor en
magnitud que en el caso de la adsorcion de la especie TCHs*. Siguiendo la
misma linea de razonamiento, la especie TCH- que también posee al mismo
grupo con carga positiva y que prevalece en el intervalo de pH 7-10, también
se adsorbe sobre el mineral aunque en menor medida que la especie
zwitterionica. Por ultimo, la especie TC2- no posee ningln grupo con carga

positiva en su estructura y su adsorcién es minima.
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El razonamiento aplicado en el parrafo anterior supone interacciones
puramente electrostaticas entre las diferentes especies de TC y la superficie de
la montmorillonita. Sin embargo, es probable que interacciones que no son
consideradas del tipo puramente electrostatico como la formacion de puente
hidrégeno e interacciones hidrofobicas también contribuyan a la adsorcion. La
participacion de interacciones no electrostaticas en la adsorcion de sustancias
organicas a la superficie de minerales ha sido informada por varios autores
(Raussell-Colom y Serratossa, 1987; Rodriguez et al., 2003; Otker y
Akmehmet-Balcioglu, 2005), encontrandose una mayor afinidad para los
cationes organicos respecto de los inorganicos con idéntica carga.

El efecto del pH en la adsorcion de MC sobre montmorillonita se

presenta en la Fig. 4.4.
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Fig. 4.4.- Efecto del pH del medio en la adsorcion de MC a montmorillonita
natural. Las flechas dobles indican los pH donde predominan en solucién
cada una de las diferentes especies de MC.

La adsorcion de MC es menor que la de TC a pH 2 y 3, pero se hace
mayor desde pH 4 en adelante. El comportamiento a pH 2 y 3 puede
comprenderse si se supone que las interacciones electrostaticas prevalecen en
estas condiciones. A valores de pH comprendidos entre 2 y 3, MC predomina
como cation organico divalente. La existencia de esta especie quimica en
solucién conduce a que la superficie del mineral adsorba una cantidad inferior

de MC que de TC (63 mmol/100g y 75 mmol/100g respectivamente) debido a
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que en estas condiciones de pH cada molécula de MC interacciona con dos
sitios de carga negativa del mineral. La mayor adsorcién de MC a pH 4 o
superiores se explica teniendo en cuenta que en el caso de la MC las especies
con carga positiva participan en un intervalo de pH mas amplio respecto de
TC.

A diferencia de TC, la cantidad de MC adsorbida a valores de pH
superiores a 10 es de 30 mmol/100g de mineral, lo que pone de manifiesto la
participacion de interacciones no electrostaticas con la especie MC2 que
presenta un grupo amino mas en su estructura respecto de TC para estas

interacciones.

4.4.2 Efecto de la fuerza ionica del medio

El efecto de la fuerza ionica del medio en la adsorcion de TC sobre
montmorillonita se observa en la Fig. 4.5.

La adsorcion de TC sobre montmorillonita se mantiene constante a
bajas fuerzas ionicas ([NaCl] <0,01 M) y disminuye al aumentar la
concentracion de electrolito para los dos valores de pH analizados. El efecto de
la fuerza idnica es mas marcado a pH 4, donde la especie cargada
positivamente de TC (TCHs*) interacciona electrostaticamente con la superficie

del mineral.
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Fig. 4.5.- Efecto de la fuerza i6nica del medio en la adsorcién de TC sobre
montmorillonita natural a pH 4 (e¢) y a pH 7 (m).
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Los resultados experimentales ponen de manifiesto la competencia
entre las especies de TC y el Na* por los sitios superficiales del adsorbente.

Cuando la concentracion de Na* es alta, la adsorcion de TC es baja, y a
medida que disminuye la concentraciéon de Na* la adsorcién se hace cada vez
mas elevada. A pH 4 existe seguramente un intercambio entre sodio y las
especies cargadas positivamente de TC. A pH 7, sin embargo, la concentracion
de especies de TC con carga neta positiva es infima respecto de la
concentracion de otras especies, lo que sugiere que también hay competencia
entre sodio y esas otras especies. Por otra parte, se puede observar en la
Fig.4.5 que a concentraciones tan altas de Na* como 1M, la cantidad de TC
adsorbida es considerable. Esto no podria ser posible si la TC se une a la
superficie s6lo por interacciones electrostaticas; ya que concentraciones de
Na* mas de 1000 veces superiores a las de TC implicarian un completo
desplazamiento de TC por Na*. Los datos sugieren entonces que las especies
de TC se unen a la superficie por interacciones no electrostaticas ademas de

las interacciones electrostaticas.

4.4.3 Efecto del cation de intercambio del mineral arcilloso

En la Fig. 4.6 se observan los resultados de las experiencias de adsorcion

de TC sobre montmorillonita calcica en un intervalo de pH 2-11,5.
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Fig. 4.6.- Adsorcion de TC sobre montmorillonita calcica.
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Nuevamente se observa una marcada dependencia del pH en la
adsorciéon de TC sobre el mineral.

Para una mejor comprension del efecto de la presencia de calcio, en la
Fig. 4.7 se comparan los resultados experimentales de la adsorcién de TC
sobre montmorillonita so6dica y calcica a distintos valores de pH. No se
observan diferencias en la afinidad de TC por el mineral, con sodio o calcio
como principal catién de intercambio, a pH por debajo de 5 y por encima de
9,5. Si se encuentran diferencias significativas entre pH 5 y 9,5, donde se

observa una mayor adsorciéon de TC en el caso de la montmorillonita calcica.
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Fig. 4.7.- Adsorcién de TC sobre montmorillonita sédica natural () y sobre
montmorillonita calcica (9).

La cantidad de TC adsorbida sobre el mineral es aproximadamente
constante (45 mmoles/100g) en el intervalo de pH 6-8,5. La concentraciéon del
catién divalente en el mineral calculada a partir de la CIC y la concentracion
de Ca2?* en equilibrio con la montmorillonita calcica (Fig. 3.27) es 44
mmoles/100g, lo que sugiere la formaciéon de complejos 1:1 (TC:Ca) sobre la
superficie de la montmorillonita. Los complejos 1:1 son los que predominan en
solucion en presencia de calcio de acuerdo a la distribucion de especies
mostrada en el capitulo 2, por lo que es probable que este tipo de complejos
también se forme en la superficie de la montmorillonita. Ademas, teniendo en
cuenta que la concentracion de Ca2* en equilibrio con el complejo de adsorciéon

es menor que la correspondiente a la dispersion de la montmorillonita calcica
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en el mismo intervalo de pH (Fig. 3.27), se espera que la afinidad de TC
aumente a causa de la formacién de complejos de la especie TCH- con el Ca2*
sobre la superficie del mineral.

A pH 7 existe un 20% de la especie TCH-, donde la carga negativa
adoptada es producto del segundo paso de deprotonacion (pKa=7,7) de los
grupos funcionales (O11 y O12) de la molécula. Estos grupos actiian como
dadores de electrones en la interaccién con el cation Ca2?* (Mitscher et al.,

1972).

4.4.4 Efecto de la presencia de iones Ca2* en el electrolito
soporte.

En la Fig. 4.8 se compara el efecto del pH en la adsorcion de TC sobre

montmorillonita calcica en presencia de NaCl y CaCl, como electrolitos.
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Fig. 4.8.- Efecto del pH en la adsorcion de TC sobre montmorillonita calcica en
presencia de electrolito CaCl, 0,01(¢) y electrolito NaCl 0,01M ( O ).

Se observa que en los sistemas preparados con CaCl, como electrolito
soporte la adsorcion de TC es menor entre pH 2 y 4,5 que en el sistema que

contiene NaCl, y mayor por encima de pH 4.
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La disminucién en la adsorciéon de TC observada en el intervalo de pH
2-4,5 para los sistemas preparados con CaCl, como electrolito debe ser
principalmente producto de la competencia entre Ca2+ y TCHs*, mientras que
los resultados obtenidos a partir de pH 4,5 sugieren la formaciéon de complejos
TC-Ca en solucién que se adsorben a la montmorillonita (Fig. 4.9).

En estos sistemas el Ca2* y la TC se encuentran en una relacion molar
26:1, pudiéndose formar complejos con estequiometria 1:1 y 2:1 (Ca:TC) donde
un catiéon Ca?+ interacciona con los grupos donores de electrones de los
sistemas de anillos BCD y A (oxigenos de las posiciones 12 y 12) de la
molécula, que se encuentra mayormente en conformaciéon extendida (Fig. 2.30)
y un segundo catién interacciona con los grupos N4-12a fundamentalmente a
altos valores de pH donde el N4 se encuentra deprotonado (Lambs et al.,
1988).
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Fig. 4.9.- Diagrama de distribucion de especies de TC en presencia de Ca2*en
solucion (TC: 0,01M y Ca2?*: 0,26 M), calculadas utilizando el programa MINEQL.

La alta afinidad de TC por el mineral a pH superiores a 4,5 sugiere que
la formacién de complejos con Ca2+ cambia la carga de las especies neutras y
negativas de TC formandose los complejos CaTCH,2*, CaTCH* y Ca,TC2* con
mayor afinidad por la superficie del mineral cargada negativamente. En

especial, la formacion del complejo CaTC?2* explicaria la adsorciéon de TC a pH
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superior a 9, donde en ausencia de Ca2* se observo que la retencion de TC es

despreciable (Fig. 4.7).

4.4.5 Cinética de adsorcion

Los estudios cinéticos de la adsorcion de TC sobre montmorillonita
natural se llevaron a cabo a tres pH diferentes. Los resultados son mostrados

en la Fig. 4.10.
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Fig. 4.10.- Cinética de adsorcion de TC sobre montmorillonita sédica natural.

Para los tres valores de pH analizados se observé que practicamente no
hay variacion en la cantidad de TC adsorbida con el tiempo (Fig. 4.10). La
adsorcion de TC ocurre mayoritariamente antes de los 30 minutos a todos los
pH estudiados por lo que el equilibrio de adsorcion se alcanza rapidamente.

En los estudios de adsorcion se consider6é que el tiempo necesario para

alcanzar el equilibrio es de 24 horas.

4.4.6 Isotermas de adsorcion

El diseno experimental correspondiente a las isotermas de adsorcion
comprende relaciones TC-montmorillonita entre O y 170 mmol/100g de
mineral, relaciones que se encuentran por debajo y por encima de la CIC del

mineral.
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Las isotermas de adsorcion de TC sobre montmorillonita natural se
muestran en la Fig. 4.11. Los resultados obtenidos muestran una mayor

adsorcion de TC a bajos valores de pH, tal como se observé en la Fig.4.4.
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Fig. 4.11.- Isotermas de adsorcion de TC sobre montmorillonita natural a pH 3,4, 5y

7.

El plateau de adsorcion a pH 3 se alcanza a un valor de TC adsorbida
de 87 mmol/100g, ligeramente inferior a 104 mmol/100g que corresponde a la
capacidad de intercambio del mineral, debido a que en estas condiciones de
pH predomina la especie TCH3s* (aproximadamente 70%).

Para los valores de pH 5 y 7 se alcanzan adsorciones de alrededor de 35
mmol/100g de mineral. La especie que predomina en este intervalo de pH es
TCH," donde la carga negativa, adoptada por deprotonacion del grupo —OH
proximo al sitio catiénico de TC, hace que la afinidad por la superficie sea
menor. En la Fig. 4.12 se presentan las isotermas de adsorcion de TC sobre

montmorillonita homoionizada con Ca2*.
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Fig. 4.12.- Isotermas de adsorcion de TC sobre montmorillonita calcica a pH 4
y 7.

La concentracion de TC adsorbida alcanza, para este mineral, valores
promedios de 70 y 60 mmoles/100g para pH 4 y 7 respectivamente. Los
efectos del pH en la adsorcion ya fueron discutidos previamente y no necesitan
ser analizados nuevamente aqui. Cabe destacar, sin embargo, que estos
efectos se manifiestan en todo el intervalo de concentraciones estudiados (O-
0,60 mmol/L), y que la isoterma a pH 7 se encuentra siempre por debajo de la
isoterma a pH 4. El efecto de la presencia de Ca?* en la solucion de electrolito
para la adsorcién de TC sobre montmorillonita calcica a pH 4 se observa en la

Fig. 4.13 y a pH 7 en la Fig. 4.14.
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Fig. 4.13.- Isotermas de adsorcion de TC sobre montmorillonita calcica a pH 4 y
con distintos electrolitos.
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Fig. 4.14.- Isotermas de adsorcion de TC sobre montmorillonita calcica a pH 7 y con
distintos electrolitos.

A pH 4 las especies de TC presentes en soluciéon son TCHz* y TCHy* (15
y 85%) y la adsorcién se debe principalmente a interacciones electrostaticas
con intercambio catiénico. La presencia de Ca2* en solucion a bajos valores de
pH representa una competencia para el intercambio catiénico sobre la
montmorillonita, disminuyendo la adsorcion de TC.

A pH 7 las especies que prevalecen son TCH, y TCH-y el incremento en
la afinidad de TC por el mineral pone de manifiesto la formacién de complejos
con Ca?*. La formacién de complejos como [CaH,TC|?+ y [CaHTC]* disminuyen
la concentracién de las especies zwitterionica y anionica de TC en solucion
(Fig.2.7) y explican el comportamiento de adsorcion en condiciones de pH
donde TC tiene una baja afinidad por la montmorillonita.

El analisis de las isotermas de adsorcion pone de manifiesto que el
efecto del Ca observado en las experiencias anteriores ocurre en todo el

intervalo de concentraciones de TC estudiado (0-0,40 mmol/L).

4.4.7 Isotermas de desorcion de tetraciclina

En las Fig. 4.15 y 4.16 se presentan las isotermas de adsorcion y
desorcion de TC del complejo TC-montmorillonita natural a pH 3 y 7

respectivamente.
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Fig. 4.15- Isotermas de adsorciéon y desorcion de TC en montmorillonita sédica natural
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Fig. 4.16- Isotermas de adsorcion y desorcion de TC en montmorillonita sédica natural
apH?7.

En los dos casos hay una falta de coincidencia entre las isotermas de
adsorcion y desorcién. Para una dada concentracion en equilibrio de TC, la
cantidad adsorbida es menor en la isoterma de adsorcion que en la de
desorcién, resultando en histéresis. Esta histéresis indica que cierto
mecanismo involucrado en el proceso de adsorcion puede ser irreversible o
muy lentamente reversible. Las causas de la menor velocidad de desorcion
puede ser la mayor energia de activacion requerida en la direccion de la
desorcion debida a la ruptura de fuertes enlaces entre el adsorbato y la
superficie (McBride, 2000, Appel y Ma, 2002) como también la formaciéon de

fases precipitadas durante el proceso de adsorcion (Ainsworth et al., 1987).
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Existen en la literatura numerosos estudios del proceso de adsorcién-
desorcion sobre minerales arcillosos y diversas interpretaciones de histéresis.
Barriuso et al. (1994) observaron que la adsorciéon de moléculas neutras en
esmectitas es generalmente reversible y proponen que la histéresis positiva
encontrada en la desorcién de atrazina de esmectitas con alta densidad de
carga podria ser debida al entrampamiento de la molécula en la estructura
cristalina de esmectita. Gu et al. (2007) estudiaron la interaccién de TC con
acidos huimicos y obtuvieron isotermas de desorciéon con mayor pendiente que
las isotermas de adsorcion para distintas fuerzas ionicas; la histéresis
observada fue atribuida al entrampamiento fisico de la molécula en la matriz
organica o a cambio conformacional en los acidos humicos que se produce
luego de la interaccion con el antibiético. Por otro lado, Morton et al. (2001)
encontraron que la irreversibilidad en la adsorcion de cobre sobre
montmorillonita se debe a la coordinacion del catién a sitios superficiales de
alta energia del mineral.

En el caso particular de la adsorcion de TC sobre montmorillonita, no
hay reportes en la literatura con los que se puedan comparar los resultados
mostrados en las figuras anteriores. La histéresis observada es probablemente
debida a uno o varios de los factores mencionados anteriormente o a otros no
nombrados. De hecho, si la adsorcion ocurre inicialmente sobre un sistema
relativamente delaminado como es el de una montmorillonita soédica, esta
adsorciéon induce agregacion de las laminas de arcillas quedando la TC en el
espacio intercapa. La lenta difusiéon de la TC en el espacio intercapa que
tendria que tener lugar durante la etapa de desorcién podria ser la causante
de la histéresis.

En las Fig. 4.17 y 4.18 se presentan las isotermas de adsorciéon y
desorcion de TC del complejo TC-montmorillonita calcica a pH 4 y pH 7

respectivamente.
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Fig. 4.17- Isotermas de adsorcion y desorcion de TC en montmorillonita calcica a pH
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Fig. 4.18- Isotermas de adsorciéon y desorcion de TC en montmorillonita calcica a pH
7.

Para la montmorillonita calcica también se observa histéresis en las
dos condiciones de pH estudiadas.

Para los sistemas de mayor concentracion de TC adsorbida se
calcularon los % de desorcién (Tabla 4.1), teniendo en cuenta la cantidad de
TC adsorbida correspondiente a la isoterma de adsorcion y la cantidad de TC

que permanece adsorbida luego del proceso de desorcion (isoterma de

desorcion).
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Tabla 4.1.- Efecto del pH del medio y del catiéon de intercambio en la desorcion de TC.
| Sistema pH % Desorcion |

TC-montmorillonita-Na 8 20
TC-montmorillonita-Na 7 43
TC-montmorillonita-Ca 4 34
TC-montmorillonita-Ca 7 46

Los resultados obtenidos sugieren que a bajos valores de pH
intervienen fuerzas de adsorciéon entre TC y la montmorillonita, obteniéndose
para la montmorillonita natural y calcica los menores % de desorcién. Similar
efecto del pH fue observado en la desorciéon de nicotina a partir de complejos

nicotina-esmectita (Pongjanyakul et al., 2009).

4.5 Interpretacion del comportamiento de adsorcion de
tetraciclina sobre montmorillonita natural mediante un
modelo matematico.

Los resultados experimentales de adsorcion de TC sobre
montmorillonita natural fueron ajustados con un modelo matematico que
considera la interaccion de las especies de TC con la superficie de la
montmorillonita. Se asume que el mineral presenta sitios superficiales activos
para la adsorcion de TC (S-), cuya densidad superficial representa la densidad
de carga estructural de la montmorillonita, dada por su valor de CIC. De
acuerdo al modelo propuesto, cada especie de TC (TCHs*, TCH2*, TCH-) y los
cationes Na* del electrolito soporte, interaccionan con los sitios del mineral y
compiten por ellos. No se considera el aporte a la adsorcion de TC de la
especie TC?-, con ausencia de grupos con carga positiva en la molécula, debido
a que no interaccionaria significativamente con el mineral.

En la Ec.4.9 se representa la adsorcién de la especie totalmente

protonada TCHs* a la superficie de la montmorillonita.

S"+TCH! < S TCH; (Ec.4.9)

donde S- es el sitio de unién de TCHs* a la montmorillonita y S-TCHs* es la

especie superficial formada por la unién de S-y TCHs".
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La ley de accion de masa correspondiente a la reaccion anterior es

representada como:

(S'TCH?Y)
TCH3 = WCH;] (Ec.4.10)
donde Krcus es la constante de adsorcion, (S'TCHs*) y (S-) representan la
concentracion superficial en mmol/100g y [TCHs*] representa la concentracion
de la especie en solucién en mol/L.

De manera analoga, se pueden formular las reacciones de adsorcion de
TCHz y TCH- para obtener las especies superficiales S-TCH, y S-TCH-
respectivamente, y la reacciéon de S- con Na* para dar la especie superficial S-
Na*. El cation Na* esta presente en el sistema de adsorcion debido a que es el
principal cation de intercambio de la montmorillonita y a que el electrolito
utilizado en el control de la fuerza ionica es NaCl. La ley de accion de masa

para las reacciones correspondientes se representa en las Ec.4.11, 4.12y 4.13

respectivamente.
_ (8TCH,)
TCH2 = (SHTCH,] (Ec.4.11)
_ (STTCH™)
TCH = (SHITCH ] (Ec.4.12)
_ 8 Na) (Ec.4.13)

M (ST)[Na']

El modelo se completa con el balance de masa para los sitios

superficiales del mineral, Ns:

N =(S)+(STCH: )+ (S TCH,)+ (S TCH )+ (S Na") (Ec.4.14)

el valor de Ns, que representa la densidad de sitios cargados en la superficie,
se consider6 igual a la CIC del mineral (104 mEq/100g).

La Ec.4.14 indica que los sitios de carga estructural estan presentes
como sitios libres S- o sitios unidos a iones Na* o a especies de TC. La

concentracion de especies de TC adsorbidas y cationes Na* en la superficie del
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mineral puede ser calculada para cada valor de pH por combinaciéon de las

Ec.4.10 a 4.14:

(STTCH;)= N SKTCH/;[TCH; | (Ec.4.15)
(STCH,) = N SKTCHIS[TCHZ] (Ec.4.16)
(STCH )= NSKTCngCH] (Ec.4.17)
(S’Na*)zw (Ec.4.18)

D

donde el denominador D de las ecuaciones es:

D =1+K ;0 [TCH; 1+ K 1y JTCH? 14+ K ;) [TCH 14+ K, [Na"]  (Ec.4.19)

El modelo, tal como esta propuesto, representa un conjunto de
isotermas de Langmuir para las diferentes especies de TC que se adsorben y
para Na*, todos ellos compitiendo por los mismos sitios superficiales.

El sistema de ecuaciones 4.15-4.19 puede ser resuelto si se conocen los
valores de Ns (104 mEq/100g), las concentraciones de cada especie de TC en
solucién y los valores de las diferentes constantes de adsorciéon. Los calculos
fueron realizados mediante el programa Microsoft EXCEL; las concentraciones
en soluciéon de las diferentes especies de TC se calcularon para cada valor de
pH a partir de sus valores de pKa.

Los valores de las constantes de reaccién Krcus, Krcwe, Kren v Kna
obtenidos son los que presentaron el mejor ajuste a los datos experimentales y

se presentan en la Tabla 4.2.
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Tabla 4.2.- Constantes de adsorcion de las especies de TC y Na* sobre
montmorillonita. Las unidades de K son L/mol.

Especies de TC

TCHz* 4.20 + 0.05
TCH> 2.93 + 0.05
TCH- 2.60 + 0.05

Na* 0.60 + 0.05

Las Fig. 4.19 y 4.20, por otra parte, muestran las predicciones del
modelo para la adsorcion de TC a distintos valores de pH y para las isotermas
de adsorcién, a partir de los valores de constantes de reaccion presentados en
la Tabla 4.2. El analisis de correlacion entre los resultados experimentales y

los predichos por el modelo se realiz6 con el programa STATISTICA 6.0.

100 1

TC adsorbida (mmol/ 100g)

Fig. 4.19.- Adsorcién de TC a montmorillonita en funcion del pH. #: datos
experimentales. Linea soélida: prediccion de la adsorcion de TC seguin el modelo, r =
0,99 (p<0.05). Lineas punteadas: contribucion de las diferentes especies de TC a la

adsorcion total.
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pH3
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Fig.4.20.- Isotermas de adsorcion de TC sobre montmorillonita. Las curvas teéricas
(lineas solidas) fueron obtenidas a partir del modelo propuesto para cada valor de pH;
r= 1,00 (p<0.05) para pH3, r= 0,98 (p<0.05) para pH 4, r =0.98 (p<0.05) para pH Sy
r =0,96 (p<0.05) para pH7.

El modelo propuesto describe satisfactoriamente la adsorciéon de TC

sobre montmorillonita, atin cuando se observa una pequena sobreestimaciéon
en la adsorciéon a bajos valores de pH. Esta falta de ajuste puede ser debida a
que el modelo propuesto no considera la competencia que representa una alta
concentracion de protones por los sitios de adsorciéon a esos valores de pH.
De acuerdo a las constantes de reaccion obtenidas, la afinidad de las especies
de TC por la montmorillonita muestra el siguiente orden TCHz+*>TCH2*>TCH-
como se deduce de la disminucion en las correspondientes constantes
(Kreuz>Krenz>Kren).-

Las constantes de adsorcion para cada especie, reflejan la existencia de
fuerzas de atraccion al mineral de diferente magnitud. Las especies con carga
positiva TCHs* y Na* son atraidas electrostaticamente a la superficie cargada
negativamente. Sin embargo, si s6lo se considera en el modelo la adsorcion de
especies cationicas como TCHsz* y Na*, el ajuste de los resultados
experimentales es muy pobre y no se puede predecir la adsorcion a pH mayor
a 6 (datos no mostrados), ya que la concentraciéon de TCHs* es despreciable a
esos valores de pH.

Si se considera solo la atraccion electrostatica al mineral se debe tener
presente que las especies TCHo* y TCH-, con carga neta O y -1, mantienen el

grupo amino protonado en sus moléculas. Este grupo con carga positiva se
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orientara préoximo a la superficie mientras que los grupos cargados
negativamente se ubicaran tan alejados como sea posible de la superficie.
Mientras mas grupos con cargas negativa posea la especie de TC, menor sera
su afinidad por la superficie y menor su K, hecho que concuerda con los
resultados obtenidos (Krcus>Krcue>Kren). Este analisis revela que la atraccion
electrostatica juega un rol importante en la adsorcién no s6lo de TCHs* sino
también de TCHy* y TCH-.

Tal como se mencion6é anteriormente, interacciones que no son
consideradas del tipo puramente electrostatico como la formacion de puente
hidrégeno e interacciones hidrofébicas también deben contribuir a la
adsorcion. Esto puede deducirse a partir de la mayor afinidad que posee el
cation organico (TCHs*) respecto del inorganico (Nat*) por la superficie de la
montmorillonita. Combinando las Ec.4.10 y 4.13 se obtiene la constante de

intercambio (Kint).

_ Kyeys _(STCH;)[Na']

i K, (S Na®)[TCH?]

correspondiente al siguiente proceso:

S™Na* +TCH; < S TCH; + Na*

Si se considera que Na* y TCHs* solo interaccionan electrostaticamente
con la superficie del mineral, las constantes de reaccion Krcus y Kna deberia ser
similares y Kint tendria que tener un valor muy cercano a 1. En el sistema
estudiado Krcus es mucho mayor que Kya y Kint adopta el valor 4000, revelando
mucho mayor afinidad de TCHs* por la superficie que la de Na*. La mayor
afinidad de la especie TCHs* por la superficie del mineral esta dada por la
participacion de interacciones puente hidrogeno e hidrofobicas que tienen
lugar no so6lo con TCHs* sino también con TCHy* y TCH-, y que dirigen la
adsorcion de éstas especies. Estos mecanismos de interaccion son
frecuentemente encontrados en la adsorcién de sustancias organicas iénicas

sobre la superficie de minerales (Otker y Akmehmet-Balcioglu, 2005).
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4.6 Modo de adsorcion propuesto para tetraciclina sobre
montmorillonita.

A partir de los resultados obtenidos se puede concluir que la adsorcién
de TC sobre montmorillonita ocurre en los sitios superficiales del mineral,
encontrandose las moléculas de antibiotico intercaladas en el espacio
intercapa como una monocapa.

Las especies de TC y los cationes inorganicos en solucién compiten por
los sitios reactivos del mineral, que son principalmente sitios de carga
negativa estructural.

La competencia entre TC y Na* resulta mas evidente a valores de pH
donde TC existe como especie catidonica, por lo que el intercambio i6nico es el
mecanismo operante a bajos valores de pH. La mayor afinidad que presenta la
especie TCHs* respecto de Na* indica que la interaccién con el mineral no es
Unicamente electrostatica. Para moléculas organicas complejas como la
tetraciclina, pueden operar simultaneamente varios tipos de interacciones que
incluyen interacciones puente hidréogeno y fuerzas de van der Waals, ademas
de las interacciones electrostaticas. Estos tipos de interacciones explican la
adsorcion de TC en un amplio intervalo de concentraciones, de pH y de fuerza
idnica.

A valores de pH donde la TC presenta grupos funcionales deprotonados
(TCH2* y TCH-) la molécula orientaria los grupos cargados positivamente,
acercandolos a la superficie del mineral y alejando los grupos con carga
negativa y de esta manera los incrementos en los espaciados basales
dependen de la carga neta de la especie adsorbida.

El Ca2* como catién de intercambio del mineral actiia como sitio activo
interaccionando con las especies de TC que presentan los grupos —-OH
deprotonados (TCH.* y TCH-) y aumentando la cantidad de TC adsorbida para
el intervalo de pH 5-9,5. Estos grupos actiian como dadores de electrones y
son los responsables de la coordinacion de TC con el cation. Cuando el Ca2* se
encuentra en solucién (CaCl, como electrolito) compite con la especie TCHz*
que existe a bajos valores de pH. A medida que el pH del sistema aumenta el
Ca2* forma complejos con TC en solucioén, cambia la carga de la especie de TC
y se adsorbe el complejo TC-Ca, por lo que aumenta la afinidad de TC por el

mineral a valores de pH superiores a 6.
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5 ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DE ANTIBIOTICOS ADSORBIDOS A
MONTMORILLONITA

5.1 Minerales arcillosos en sistemas de liberacion de farmacos.

Las montmorillonitas pueden ser agregadas a productos farmacéuticos
tanto como excipientes o sustancias activas (Wang et al., 2008). La intercalacion
de sustancias organicas en el espacio intercapa de éste tipo de solidos
inorganicos permite preparar sistemas hibridos organico-inorganicos con
propiedades tanto del adsorbente inorganico como de la sustancia organica en un
mismo material (Mohanambe y Vasudevan, 2005).

En los ultimos anos ha surgido un gran interés en el estudio de esmectitas
intercaladas con diferentes principios activos, debido a que estos sistemas
presentan Optimas propiedades fisico-quimicas. Zheng et al. (2007) estudiaron la
intercalacion de ibuprofeno en una montmorillonita con el objeto de obtener un
sistema de liberacion continua. Joshi et al. (2009) utilizaron montmorillonita para
la liberacion de maleato de timolol in vitro. Lin et al. (2002) prepararon sistemas
S-fluorouracil-montmorillonita y Park et al. (2008) sistemas donepezil-esmectitas.
Fejer et al. (2001) estudiaron la intercalacion y liberacion de cloruro de
prometacina y clorhidrato de buformina de montmorillonita.

En estudios farmacologicos se ha encontrado que las montmorillonitas
adsorben bacterias como Escherichia coliy S. aureus e inmovilizan toxinas (Zhou
et al., 2004; Hu y Xia, 2006). Algunos autores han encontrado que los minerales
arcillosos naturales no muestran efecto antibacteriano pero si lo presentan
cuando el mineral adsorbe sustancias con actividad antimicrobiana (Jantova et
al., 1997; Wang et al., 2008).

La absorcion oral de varias drogas puede ser reducida por la presencia de
agentes estabilizantes como las arcillas. En la bibliografia existen varias
investigaciones respecto de la disminuciéon en la biodisponibilidad de farmacos
por coadministracion con antiacidos (trisilicato de magnesio), antidiarreicos
(atapulgita y caolinita) y agentes estabilizadores de suspensiones (talco,
bentonita) (Thoma et al., 1966; Jain y Kakkar, 1992; Vatier et al., 1994). Sin
embargo, los minerales arcillosos pueden ser utilizados con beneficios

tecnologicos y biofarmacéuticos como es su utilizacion en sistemas de liberacion
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modificada (Aguzzi et al., 2007). En dichos sistemas se provee niveles
terapéuticos de una sustancia activa al sitio de accion y se mantienen estos
niveles a lo largo del tratamiento (Ding et al., 2002). En un sistema de liberacion
modificada se altera la velocidad, el tiempo y/o el sitio de liberacion del farmaco
en comparacion con formulaciones convencionales (Aguzzi et al., 2007).

Los sistemas de liberacion modificada pueden ser de liberacion retardada,
en los cuales el farmaco se libera después de un cierto tiempo, liberacién
extendida o prolongada donde la disposicion de la sustancia se extiende luego de
la administracion y liberacién de la sustancia activa a un sitio especifico o receptor
biolégico adecuado (Ding et al., 2002). De esta manera los excipientes de
formulaciones farmacéuticas no son sélo sustancias inertes, sino que participan

activamente en la modificacion y control de la actividad de la droga utilizada.

Los procesos de intercambio idnico se encuentran entre los principales
mecanismos de interaccion entre farmacos y minerales arcillosos (Vikas et al.,
2001). Como se vio en capitulos anteriores, estos minerales son intercambiadores
naturales de cationes inorganicos y pueden también intercambiar cationes
organicos en solucion, donde el grado de ionizacion de las moléculas determina
directamente la interaccion con las esmectitas (Castela-Papin et al., 1999). Los
minerales arcillosos, especialmente montmorillonita y saponita son los mas
comunmente utilizados debido a que presentan mayores capacidades de
intercambio cationico que otros silicatos utilizados en formulaciones
farmacéuticas como talco, caolinita y minerales arcillosos fibrosos (Aguzzi et al.,

2007).

Los minerales arcillosos son utilizados en sistemas de liberacion extendida
debido a la amplia variedad de mecanismos de interaccion entre moléculas
organicas y el mineral y a la capacidad de hinchamiento de estos adsorbentes
(Forni et al., 1986; Forni et al., 1989; El-Sayed et al., 1993). Caolinita y minerales
arcillosos fibrosos son utilizados para prolongar la velocidad de disolucion de
amilobarbitona y timolol (Delgado et al., 1994; Cerezo et al., 2003).

También se han realizado experiencias in vivo con formulaciones basadas
en esmectitas. McGinity y Lach (1977) estudiaron la efectividad de complejos

anfetamina-montmorillonita en reducir la biodisponibilidad de la droga en
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humanos. Kahela y Hurmerinta (1979) encontraron que la absorcion de
espironolactona en perros se reduce por administracion del complejo con
bentonita.

Muestras de montmorillonitas patagonicas fueron calcinadas, pulverizadas
mecanicamente e intercambiadas con iones Ag*; estos materiales mostraron
buenas propiedades inhibitorias para Eschericchia coli, mientras que las
muestras naturales o calcinadas no presentaron actividad antibacteriana
(Magana et al., 2008). Dizman et al. (2007) y Malachova et al. (2009) prepararon
montmorillonitas y fluoromicas intercaladas con compuestos organicos con
efectos antibacterianos como compuestos de cetilpiridinio, cetiltrimetilamonio y
norfloxacina. Las montmorillonitas tratadas mostraron excelente actividad
antibacteriana. No existen en la literatura antecedentes sobre la actividad
antimicrobiana de complejos de tetraciclina y minociclina con montmorillonita.

Para conocer los aspectos fisico-quimicos de la formacion de complejos
principio activo-mineral y la posible orientacion y conformacion del cation
organico sobre la superficie se recurre a diferentes métodos espectroscopicos
(Sevim y Tanil, 2005), difraccion de rayos X (Fejéer et al., 2001) y analisis térmico
(Porubcan et al., 1978). Muchos de estos métodos ya han sido explicados y
aplicados en los capitulos anteriores de este trabajo de tesis. Recientemente
también han sido introducidas otras técnicas como el modelado molecular (Rytwo

et al., 2002).

5.2 Susceptibilidad de bacterias a los agentes antimicrobianos.

Un agente antimicrobiano es un compuesto quimico, natural o sintético,
que mata microrganismos o inhibe su crecimiento. Los agentes que matan
microorganismos son los bactericidas, fungicidas y virucidas; mientras que los
agentes que inhiben el crecimiento son los agentes bacteriostaticos, fungistaticos
y virustaticos.

Aquellos agentes antimicrobianos que tienen toxicidad selectiva son
especialmente utiles para el tratamiento de enfermedades infecciosas porque

pueden matar el agente etiologico sin danar al hospedador.
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Los antibioticos son  compuestos quimicos  producidos  por
microorganismos, que inhiben o matan a otros microorganismos. Constituyen
una de las clases mas importantes de sustancias producidas por procesos
microbianos a gran escala (Madigan et al., 2004). Los antibiéticos y otros agentes
quimioterapéuticos pueden agruparse segin su estructura quimica o su
mecanismo de accion, por ejemplo frente a la pared celular, como la vancomicina,
la membrana citoplasmatica, como las polimixinas, la biosintesis de proteinas,
como las tetraciclinas y la sintesis de acidos nucleicos, como la rifampicina. En la

Tabla 5.1 se presenta el espectro de accion de algunos agentes antibacterianos.

Tabla 5.1.-Espectro de accién antimicrobiana de agentes quimioterapéuticos (Madigan et

al., 2004).
Bacterias
parasitos estrictos

Eucariotas Bacterias Virus
Hongos Virus Virus

RNA DNA

AGENTES QUIMIOTERAPEUTICOS

azoles inhibidores de la
cicloheximidas transcriptasa reversa
polienos no nucledsidos
polioxinas inhibidores de la proteasa
analogos de
acidos nucleicos analogos nucleosidicos

interferon

A nivel mundial los antibiéticos se utilizan en las practicas clinicas con
mayor frecuencia de lo necesario, este hecho y el incumplimiento de las pautas
terapéuticas determinaron en gran medida que la mayoria de los
microorganismos patégenos desarrollaran resistencia a algunos de los agentes
quimioterapéuticos, desde el comienzo de su uso generalizado en los anos 1950
(Smith et al., 2002). Otros usos indiscriminados de antibioticos también

contribuyen a la emergencia de cepas resistentes. Por ejemplo, su utilizacion en
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agricultura y ganaderia tanto como sustancias que estimulan el crecimiento en la
alimentacion animal como en la prevencion de enfermedades.

La resistencia antimicrobiana es un fenomeno muy extendido y explica la
importancia de la prueba de sensibilidad antibiotica. Estas pruebas,
denominadas antibiogramas, ponen de manifiesto la sensibilidad de los
microorganismos a determinados antibiéticos (Bailey y Scott, 1973).

La actividad antimicrobiana se mide determinando la minima cantidad
necesaria para inhibir el crecimiento de los microorganismos en estudio, valor
denominado concentracion minima inhibitoria (CMI); otro procedimiento
comunmente utilizado en el estudio de la accién antimicrobiana es el método de
difusion en agar. En este método cantidades conocidas del antibiotico se agregan
a una superficie de agar inoculada con el microorganismo a estudiar. Durante la
incubacion el antibiotico difunde disminuyendo su concentracion a medida que
aumenta la distancia al punto de colocacion; se genera asi una zona de inhibicion
a partir del cual los microorganismos se desarrollan. El diametro de la zona de
inhibicion es proporcional a la cantidad y eficiencia del antibiotico agregado y
depende de su solubilidad, la densidad del inéculo bacteriano, la composicion y
pH del medio de cultivo, el periodo de incubacion y el coeficiente de difusion del
antibiotico (Anderson, 1970). Por lo tanto, dentro de las limitaciones de la prueba,
el diametro de la zona de inhibicion representa la susceptibilidad relacionada a
un antibidtico determinado y constituye una guia para la terapéutica

antimicrobiana.

5.3 Experimental:

5.3.1 Efecto antimicrobiano de tetraciclina y minociclina.

La actividad antibacteriana de TC, MC y los complejos de adsorcion TC-
montmorillonita y MC-montmorillonita fueron evaluados por el test de

susceptibilidad en medio s6lido para la cepa Eschericchia coli ATCC 25922.
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Preparacion de las suspensiones bacterianas:

El cultivo de E. coli fue preparado a partir de estrias en un medio de agar
nutritivo. Para tomar una pequena muestra de bacterias se utilizé un loop estéril.
La muestra fue colocada en un tubo que contenia 4 mL de agua destilada estéril,
a fin de alcanzar una concentracion de 106 bacterias/mL.

Como prueba de reconocimiento de la cepa de E. coli se sembr6 en medio
agar y eosina—azul de metileno (EMD), observandose el brillo metalico

caracteristico (Fig.5.1).

Fig. 5.1.-Prueba de reconocimiento de Eschericchia coli

Preparacion de las soluciones de tetraciclina y minociclina:

Para los ensayos microbiolégicos se prepararon soluciones de tetraciclina
de distintas concentraciones (1,3 mg/mL, 5,3 mg/mL y 10 mg/mlL) utilizando
agua destilada estéril, en el momento de la determinacion. El pH de las
soluciones preparadas vario entre 3,75 y 3,95 segun la concentracion del

antibiotico.
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Preparacion de dispersiones de los complejos de adsorcion:

Se prepararon complejos de adsorcion de TC sobre montmorillonita natural
con distintas cantidades de TC adsorbida: 76 mmol/100 g (43% TC adsorbida) y
46 mmol/100g (80% TC adsorbida) en tubos plasticos de 250 mL a partir de 22
mL solucion stock de TC (2,78 mM) para el sistema de mayor cantidad de TC
adsorbida y 6 mL de solucion stock de TC para el sistema de menor cantidad
adsorbida, posteriormente se agrego 40 mL de las dispersion de montmorillonita
natural (900 mgL-!) y el volumen necesario de solucion en agua destilada estéril
de NaCl 0,01 M como electrolito para obtener un volumen total de 80 mL. Los
tubos se mantuvieron a 20°C, en oscuridad y agitacion constante durante 24
horas. Posteriormente las dispersiones fueron centrifugadas a 8000 rpm (10000 x
g) durante 30 minutos y los sobrenadantes fueron separados para ser analizados
por espectroscopia UV-vis, a fin de calcular la cantidad de antibiético retenido al
mineral.

Ademas se preparo, siguiendo el procedimiento detallado anteriormente,
un complejo de adsorcion TC-montmorillonita calcica (7mmolTC/100g) a partir
de 4 mL de solucion stock de TC (2,78 mM). El complejo recuperado, luego de
centrifugar el sistema a 8000 rpm (10000 x g) durante 30 minutos, fue
suspendido con solucion en agua destilada estéril de NaCl 0,01 M para obtener
una cantidad de TC total en la dispersion de 1,33 mg/mL. Los sistemas fueron
preparados por duplicado y sin control de pH.

A fin de evaluar el efecto del lavado de los complejos de adsorcion
antibiotico-montmorillonita en la actividad antibacteriana, se prepararon los
complejos de adsorcion TC-montmorillonita natural y TC-montmorillonita calcica
sin control de pH, a partir de 22 mL solucion stock de TC (2,78 mM), 40 mL de
las dispersion de montmorillonita natural y calcica (900 mgL!) y 18 mL de
solucion en agua destilada estéril de NaCl 0,01 M como electrolito. Luego del
analisis espectroscopico para determinar la cantidad de TC adsorbida, se
separaron completamente los sobrenadantes y los complejos de adsorcion fueron
lavados tres veces poniéndolos en contacto con solucion de NaCl 0,01 M en agua

estéril y agitando hasta homogeneizar la dispersion. Se centrifugé a 9000 rpm
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(12678 x g) durante 15 minutos después de cada lavado y luego los complejos de
adsorcion fueron resuspendidos en solucion de NaCl 0,01 M para obtener una
cantidad total de los antibidticos en las dispersiones de 1,3 mg/mL. El valor de

pH de las dispersiones obtenidas fue aproximadamente 4.

Test de Zona de inhibicion (ZOI):

Se prepararon placas de Petri con 20 mL de medio nutritivo Muller Hinton
(infusion de carne: 2,0 g/L, hidrolizado de caseina: 17,5 g/L; almidon: 1,5 g/L;
agar-agar: 13,0 g/L) que fueron inoculadas con 0,1 mL de suspensiones
bacterianas (106 bacteria/mL) de E. coli ATCC 25922 y diseminadas utilizando
una espatula estéril de Digralsky. Una vez que los in6culos se secaron, se agrego
a la placa de Petri 3 uL de las soluciones de antibidticos. Las placas fueron
incubadas a 37 °C durante 24 horas y luego se midi6 el diametro de la zona de
inhibicion. El proceso fue repetido aplicando a las placas de Petri 3 uL de las
dispersiones de los complejos de adsorcion lavados y sin lavar. Las
determinaciones para cada antibidtico y sus complejos de adsorciéon se llevaron a
cabo por duplicado.

Las dispersiones de montmorillonita natural y calcica (900 mgL-!) fueron

analizadas sobre discos de agar para evaluar posible actividad antibacteriana.

5.3.2 Evolucion de los diametros de inhibicion en antibiogramas de
tetraciclina y minociclina a lo largo del tiempo.

El efecto antimicrobiano de tetraciclina y minociclina fue evaluado a lo
largo del tiempo (5-192 horas) por el test de susceptibilidad en medio so6lido para
la cepa E. coli ATCC 25922 (10¢ bacterias/mL).

Se prepararon soluciones de TC y MC (65 mg/100 mL) en agua destilada
estéril, cuya concentracion permita evaluar la actividad antimicrobiana a lo largo
del tiempo. En estudios previos se encontré6 que estas soluciones presentan
diametros de inhibicion, a 24 horas de incubacion, menores a 2 cm.

Se agregaron 3 pL de cada solucion a placas de Petri inoculadas, que luego

fueron incubadas a 37 °C. Se midieron los diametros correspondientes a la zona
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de inhibicion de cada antibidtico a distintos tiempos de incubacion (5, 24, 48,
120, 168 y 192 h).

Los complejos de adsorcion TC-montmorillonita natural (76 mmol TC
adsorbida/100g), TC-montmorillonita calcica (46 mmol TC adsorbida/100g), MC-
montmorillonita natural (71 mmol MC adsorbida /100g) y MC-montmorillonita
calcica (68 mmol MC adsorbida/100g) fueron preparados como se indico
anteriormente. Los complejos de adsorcion obtenidos luego de centrifugar a 8000
rpm (10000 x g) durante 30 minutos fueron lavados dos veces con soluciéon de
NaCl 0,01 M. E1 complejo lavado fue dispersado en un volumen adecuado de NaCl
0,01M que permita alcanzar una concentracion de 65 mg/100 mL de antibidtico
en equilibrio con el complejo de adsorcion, para lo cual se tuvieron en cuenta los

resultados de los estudios de desorcion de TC obtenidos a pH 3 y pH 4.

5.4 Resultados y Discusion
Test de Zona de inhibicion para soluciones de TC y MC:
En la Fig. 5.2 se presentan los resultados obtenidos en los ensayos de

susceptibilidad microbiana para TC y MC en solucion acuosa a distintas

concentraciones.

Fig. 5.2.- Test de zona de inhibicion correspondientes a soluciones de TC (A) y soluciones
de MC (B), a distintas concentraciones: 1: 1,3 mg/mL, 2: 5,3 mg/mL, 3: 10 mg/mL. Se
muestran los duplicados obtenidos para cada antibiotico.

Como es de esperar, los diametros de los halos de inhibicion aumentan con

la concentracion de los antibidticos. Si se comparan los diametros de inhibicion
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de soluciones de igual concentracion (Tabla 5.2) se puede observar que la MC

presenta mayor halo inhibitorio para la cepa E. coli ATCC 25922.

Tabla 5.2.- Diametros de inhibicién correspondiente a soluciones acuosas de distinta
concentracion de TC y MC.

ANTIBIOTICO SOLUCION DIAMENTRO DE INHIBICION
PROMEDIO (mm)

(mg/mL)

10 32

La solucion de TC de menor concentracion (1,3 mg/mL) cuyo diametro
inhibitorio es de 20 mm y la solucion de MC, de igual concentracion, con un halo
de 26 mm fueron seleccionadas para preparar las dispersiones de los complejos

de adsorcion de los antibioticos con el mineral arcilloso.

Test de Zona de inhibicion para dispersiones de complejos de adsorcion TC-
montmorillonita natural:

El efecto antimicrobiano de los complejos de adsorcion de TC-
montmorillonita natural para dos cantidades de antibiotico adsorbido: 46
mmol/100 g (44% de la CIC del mineral) y 76 mmol/100g (73% de la CIC del
mineral), se observan en la Fig. 5.3.

Tanto para las soluciones de TC como para las dispersiones de los
complejos de TC-montmorillonita, la cantidad total de TC presente en las placas
es 4 pg. Los diametros de inhibicion de las dispersiones de los complejos de
adsorcion fueron menores a los obtenidos para la solucion de TC. Ademas, a
medida que aumenta la relacion TC/montmorillonita, se incrementa

considerablemente el diametro de la zona de inhibicion.
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Fig. 5.3.- Test de zona de inhibicion correspondientes a:
A: 1: solucion de TC (1,3 mg/mL); 2: dispersion del complejo de adsorcion (46 mmol TC
adsorbida/100g) y 3: dispersién de montmorillonita natural.
B: 1: solucién de TC (1,3 mg/mlL); 2: dispersion del complejo de adsorcién (76 mmol TC
adsorbida/100g) y 3: dispersién de montmorillonita natural. Se muestran los
antibiogramas obtenidos por duplicado.

Se obtuvieron diametros promedio de 14 mm para la dispersion del
complejo de menor cantidad de TC adsorbida y 19 mm para la dispersion de
mayor cantidad adsorbida. Las dispersiones de montmorillonita natural no
mostraron actividad antimicrobiana (Fig. 5.3).

En las zonas inhibitorias correspondientes a los complejos de adsorcion de
TC con montmorillonita se observé un depoésito de mineral en el centro del halo,
lugar donde fue colocada la muestra. Estas observaciones indicarian que TC se
desorbe de la superficie del mineral, difunde en el medio de cultivo y manifiesta
su actividad antimicrobiana. La cantidad de antibiotico que permanece adsorbido
al mineral explica los menores halos de inhibiciéon de los complejos de adsorcion

respecto de las soluciones de antibiético.

Test de Zona de inhibicion para dispersiones de complejos de adsorcion TC-
montmorillonita calcica:

Para comparar la actividad antimicrobiana de TC en presencia de los dos
adsorbentes utilizados en el presente estudio, se obtuvieron antibiogramas de TC

adsorbida sobre montmorillonita calcica (Fig. 5.4).




172

Capitulo 5

Fig. 5.4.- Test de zona de inhibicién correspondientes a: 1: soluciéon de TC (1,3 mg/mL);
2: dispersion del complejo de adsorcion (7 mmol TC adsorbida/100g) y 3: dispersion de
montmorillonita calcica.

El complejo de adsorcion TC-montmorillonita calcica presenté un diametro
de inhibicion promedio de 13 mm. Se observaron nuevamente los depositos de
montmorillonita calcica en la zona central de los halos de inhibicién.

Se compararon los diametros de las zonas de inhibicion obtenidas para los
complejos TC-montmorillonita calcica con dos cantidades de TC adsorbida (7
mmol/100g y 76 mmol/100g) y se observo que mientras en el primer caso la zona
inhibitoria tiene un diametro de 13 mm; cuando la cantidad de TC adsorbida es
mayor (76 mmol/100g) el diametro de inhibicion correspondiente es de 14 mm,
siendo menor al obtenido para la dispersion TC-montmorillonita natural (Tabla
5.3).

Los menores diametros de inhibicion corresponden a los complejos de
adsorcion TC-montmorillonita calcica. Los resultados obtenidos sugieren que,
ademas de las fuertes interacciones de TC con el mineral, la disposicion y
acercamiento de sus capas de montmorillonita cuando Ca2?* es el cation de
intercambio determina las condiciones de difusion de TC.

Existen en la literatura antecedentes sobre la actividad antimicrobiana de
TC en sistemas con distintas caracteristicas fisicas. Bella Cruz et al. (2008)
encontraron que la actividad antimicrobiana de TC en films de quitosano esta

determinada por el comportamiento del film en el medio de agar. Prepararon un
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sistema de liberacion lenta de tetraciclina a partir de un film de quitosano
sometido a distintas temperaturas y encontraron actividad antibacteriana
durante un tiempo prolongado (mayor a 20 dias) para los complejos TC-
quitosano. El tratamiento térmico cambia la estructura del film y sus propiedades
de hidratacion, determinando la disolucion de TC y posterior liberacion al medio

de agar.

Test de Zona de inhibicion para dispersiones de complejos de adsorcion TC-
montmorillonita lavados con solucion de electrolito:

Para determinar si la actividad antibacteriana del complejo TC-
montmorillonita esta determinada por la disociacion de TC de la superficie del
mineral, se compararon los diametros de inhibicion de dispersiones de complejos
de adsorcion sin lavar y lavados tres veces con solucion de electrolito.

El efecto del lavado de los complejos se evalué para los complejos con
mayor cantidad de TC adsorbida (76 mmol/100g). Los resultados obtenidos para
los sistemas TC-montmorillonita sodica y TC-montmorillonita calcica se
presentan en la Fig. 5.5, donde se los compara con una solucion de TC que

presenta la misma cantidad total de TC en las placas (4 ng).

Fig. 5.5.- Test de zona de inhibicién correspondientes a: 1: soluciéon de TC (1,3 mg/mL);
2: dispersion del complejo de adsorcién TC-montmorillonita natural (76 mmol TC
adsorbida/100g) lavado con solucion de NaCl y 3: dispersion del complejo de adsorciéon
TC-montmorillonita calcica (76 mmol TC adsorbida/100g) lavado con solucion de NaCl.
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Después del lavado, los complejos de adsorcion TC-montmorillonita
natural y calcica mantienen la actividad antibacteriana (Tabla 5.3). La zona de
inhibicion disminuye respecto del complejo sin lavar, lo cual sugiere que la
actividad del sistema TC-montmorillonita esta dada principalmente por la

desorcion del antibiotico a la solucion.

Tabla 5.3 -Diametros de inhibicion de TC en solucion y adsorbida a montmorillonita

SISTEMA DIAMETROS DE INHIBICION PROMEDIO

(mm)

solucién TC (1,3 mg/mL) 20,0

TC-montmorillonita Na 18,0

TC-montmorillonita Ca 14,0

TC-montmorillonita Na 13,0
lavado

TC-montmorillonita Ca 12,0
lavado

dispersion montmorillonita -

Los resultados obtenidos en los estudios microbiologicos indican que los
complejos TC-montmorillonita tienen un buen potencial para su utilizaciéon como
carriers o reservorios en sistemas de liberacion de TC. La TC adsorbida a
montmorillonita natural u homoionizada con Ca2?* presenta buena actividad
bacteriostatica para la cepa E. coli ATCC 25922. La actividad antimicrobiana,
determinada por el test de susceptibilidad en medio sélido de difusién en agar, es
debida principalmente a la desorcion de TC de la superficie del mineral por lo que
los diametros de inhibicion para los sistemas de adsorcion fueron siempre

menores a los correspondientes a la solucion de TC.

Similares resultados fueron obtenidos por Dizman et al. (2007) para
fluoromicas modificadas organicamente y con Ag*, trabajando con cepas de
S.aureus y E.coli. La actividad antimicrobiana observada fue interpretada a partir
de dos mecanismos como son la inmovilizacion de las bacterias en la superficie
del mineral y la desorcion del agente antibacteriano del complejo con posterior

manifestacion de su actividad contra las bacterias en suspension. La afinidad de
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las bacterias por la fluoromicas es el resultado de atracciones electrostaticas e
interacciones hidrofébicas; de ésta manera, el acercamiento de las bacterias a la
superficie permite que el agente antibacteriano ejerza su actividad. Este
mecanismo fue propuesto por Herrera et al. (2000), quienes observaron las
bacterias adheridas a la superficie de montmorillonitas intercambiadas con
cationes cetilpiridinio por microscopia electronica. Hu y Xia (2006) encontraron
un aumento en la actividad antibacteriana en montmorillonita intercambiada con
Cu2?* y proponen interaccion electrostatica entre el cation y grupos funcionales
cargados negativamente de lipoproteinas que inmovilizan las bacterias de la cepa
de E. coli ATCC25922 sobre la superficie del mineral. Concluyeron que la
actividad antimicrobiana se localiza fundamentalmente en la superficie de la
montmorillonita debido a que no se encontré actividad en los sobrenadantes de
los lavados de los complejos de adsorcion. El segundo mecanismo donde el agente
antibacteriano difunde en el medio de agar fue propuesto para explicar la zona
inhibitoria observada en las fluoromicas modificadas. Los mayores diametros de
inhibicion encontrados para norfloxacina respecto de otros agentes
antibacterianos fueron interpretados a partir de la facilidad de difusién en el

medio del antibidtico y a débiles interacciones a la superficie del mineral.

Evolucion de los diametros de inhibicion en antibiogramas de tetraciclina y

minociclina a lo largo del tiempo:

La actividad antimicrobiana de soluciones de TC (65 mg/100mL), MC (65
mg/100mL) y de los complejos de adsorcion TC/montmorillonita vy
MC/montmorillonita fueron determinadas a lo largo del tiempo. En las Fig. 5.6 y
5.7 se presentan los diametros promedios de inhibicion para TC y MC
respectivamente.

Los diametros de las zonas de inhibicién de las soluciones de antibiéticos y
de las dispersiones de los sistemas de adsorcion aumentan durante las primeras
horas de incubacion, alcanzan un valor maximo y luego disminuyen hasta que a

partir de las 120 horas permanecen practicamente constantes.
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Fig.5.6- Actividad antimicrobiana de TC frente a Eschericchia coli a lo largo del tiempo.

El maximo diametro de inhibicion fue obtenido a las 24 horas de
incubacion para las soluciones de TC y MC y las dispersiones de los complejos de
adsorcion.

En la Fig. 5.6 se observa que a partir de las 24 horas los halos de
inhibicion disminuyen marcadamente cuando TC se encuentra adsorbida sobre
montmorillonita, tanto soédica como calcica. La menor concentraciéon de
antibidtico en los bordes del halo por difusion del antibi6tico en el agar, explicaria
el crecimiento bacteriano obtenido en las zonas exteriores a partir de las 24 horas
y consecuentemente la disminucion del diametro de la zona de inhibicion.

Similares variaciones en los diametros de inhibicién a lo largo del tiempo
fueron encontrados por Bella Cruz et al. (2008) para la actividad de TC-quitosano
contra Staphylococcus aureus, donde la marcada disminucion de los diametros de
inhibicion a partir de las 24 horas es atribuida a una rapida desorcion del
antibiotico desde la superficie del film.

Teniendo en cuenta que para ésta experiencia y a fin de poder determinar
los diametros inhibitorios a lo largo del tiempo, las dispersiones de los complejos
de adsorcion fueron preparadas de manera que la concentracion de TC en
equilibrio con el complejo sea igual a la concentracion de las soluciones de TC (65
mg/100mL), el volumen de electrolito que se utilizo para preparar las

dispersiones fue menor al correspondiente a las experiencias anteriores, donde se




177

Capitulo 5

consideraba la cantidad de TC total en el sistema de adsorciéon, por lo tanto la
concentracion de TC en la zona de inhibicion seria mayor y consecuentemente la
zona de inhibicion presenta mayor diametro que la observada para los complejos

TC-montmorillonita natural y calcica lavados (Tabla 5.3).
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Fig.5.7- Actividad antimicrobiana de MC frente a Eschericchia coli a lo largo del tiempo.

Para los sistemas de MC, a las 24 horas de incubacién se registraron
marcadas diferencias en los diametros de inhibicion entre la solucién de MC y los
complejos de adsorcion de 3mm para las dispersiones TC-montmorillonita
natural y 4 mm para TC-montmorillonita calcica. Los diametros de inhibicion a
24 horas de incubacion para las dispersiones de los sistemas MC-
montmorillonita fueron menores respecto a los obtenidos para TC-

montmorillonita (Tabla 5.4).
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Tabla 5.4.- Diametros promedio correspondientes a la zona de inhibicién de TC y MC
después de 24 horas de incubacion.

Muestra diametro zona
de inhibicion
(mm)
Solucién TC 18,5
(65 mg/100mL)
TC-Na montmorillonita 19,0
(70 mmol/100g)
TC-Ca montmorillonita 18,0
(70 mmol/100g)
Soluciéon MC 20,0
(65 mg/100mL)
MC-Na montmorillonita 17,0
(70 mmol/100g)
MC-Ca montmorillonita 16,0
(70 mmol/100g)

Ademas, para la solucion de MC y los complejos de adsorcion MC-
montmorillonita se observdo una disminuciéon menos marcada en el diametro de

inhibicion a partir de 24 horas de incubacion (Fig.5.7).

Fig. 5.8.- Test de zona de inhibicién correspondientes a: 1: soluciéon MC (65 mg/100mL);
2: dispersién del complejo de adsorcion MC-montmorillonita natural (70 mmol MC
adsorbida/100g) lavado con soluciéon de NaCl y 3: dispersiéon del complejo de adsorcion
MC-montmorillonita calcica (70 mmol TC adsorbida/100g) lavado con solucién de NaCl.
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Los resultados obtenidos ponen en evidencia una mayor afinidad de MC

por el mineral arcilloso y distinta velocidad de difusién en agar.

5.5 Conclusiones

La montmorillonita natural, previamente caracterizada como material
adecuado para aplicaciones farmacéuticas, y el mineral homoionizado con Ca2*
no mostraron actividad antibacteriana.

Los complejos de adsorcion antibidtico-mineral presentaron zona de
inhibicion de crecimiento de E. coli, por lo que la actividad antibacteriana de TC y
MC no se pierde en presencia del mineral.

La actividad de los complejos TC-montmorillonita calcica y MC-
montmorillonita, determinados por el test de zona de inhibicion, fueron menores
a los correspondientes a TC-montmorillonita natural poniendo de manifiesto que
el tipo de interaccion antibiético-mineral determina el diametro de la zona
inhibitoria. E1 mecanismo responsable de la actividad observada es la desorcion
del antibiotico y posterior difusion en el medio de cultivo.

La actividad antimicrobiana mostrada por los complejos de adsorcion de
TC y MC constituyen un campo promisorio de aplicacion, en particular para la

formulacion de productos topicos.
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CONCLUSIONES GENERALES

En el presente trabajo de tesis se estudié la interaccion entre un antibiotico
(tetraciclina) y un mineral arcilloso de la NorPatagonia Argentina (montmorillonita). Se
realiz6 un estudio estructural utilizando diferentes métodos espectroscoépicos,
difraccion de rayos X y técnicas en “batch” para cuantificar la adsorcion bajo diversas
condiciones experimentales. Un modelo tedrico fue también desarrollado con el objeto
de ajustar y explicar los resultados experimentales.

Los resultados obtenidos por espectroscopia optica, difraccion de rayos X y
microscopia electronica contribuyeron al conocimiento de las interacciones quimicas
entre tetraciclina y montmorillonita. El efecto batocromico observado en los espectros
de absorcion UV-vis puede ser explicado a partir de la formacion de interacciones
puente H entre los grupos —OH de la molécula de tetraciclina y los grupos funcionales
de la montmorillonita, como también a un cambio conformacional inducido sobre la
superficie del mineral. Una evidencia de que la conformacion extendida de TC es
promovida por el mineral es el cambio en los valores de elipticidad en la region UV,
caracteristico de esta conformacion, observado en los espectros de dicroismo circular
para los complejos de adsorcion TC-montmorillonita. Otros grupos funcionales polares
de TC como -CONH; y NHR3* participan en la adsorcion segun lo indican los cambios
observados para las frecuencias de estos grupos en los espectros ATR-FTIR
correspondientes a los sistemas TC-montmorillonita, respecto de las soluciones de TC
a pH 4,5. A mayores valores de pH se observaron, ademas, corrimientos a mayores
frecuencias de las bandas de los grupos carbonilo que puede ser debida a la
protonacion del grupo -OH12 sobre la superficie de la montmorillonita y pérdida de la
deslocalizacion de electrones en el sistema de anillos BCD de la molécula.

A partir de los estudios realizados por espectroscopia UV-vis y dicroismo
circular se puede concluir que el Ca2?*, como cation de intercambio del mineral,
representa un posible sitio de interaccion con TC induciendo la deprotonacion del
grupo -OH12 de la molécula, lo que produce un mayor efecto batocromico en el
espectro de absorcion UV-vis y un efecto Cotton adicional en la region visible.

Los resultados obtenidos por difraccion de rayos X y las observaciones
correspondientes a microscopia electronica de los complejos de adsorcion TC-

montmorillonita demuestran que la adsorcion de TC ocurre con intercalacion entre las
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capas del mineral. La intercalacién de TC produce un aumento en el espaciado basal
correspondiente a una monocapa de moléculas que se orientarian de modo que el
grupo funcional con carga positiva (NHR3*) se encuentre proximo a la superficie del
mineral y los grupos con carga negativa alejados del mismo. La ausencia de reflexiones
correspondientes a montmorillonita calcica en los complejos de adsorciéon indica que
los cationes calcio se encuentran interaccionando con TC.

Por otro lado, los resultados obtenidos en los estudios de adsorcion en “batch”
ponen en evidencia la participacion de interacciones electrostaticas entre el antibiotico
y el mineral, principalmente a bajos valores de pH donde prevalecen las especies
cationicas de TC. De acuerdo al modelo propuesto, cada especie de TC y los cationes
Na~ del electrolito soporte, interaccionan con los sitios del mineral y compiten por ellos.
Las constantes de reaccion obtenidas demuestran que la afinidad por la
montmorillonita esta determinada por la existencia de fuerzas de atraccion al mineral
de diferente magnitud. Ademas de interacciones electrostaticas, otras interacciones
tienen lugar (formacion de puente hidréogeno e interacciones de van der Waals),
fundamentalmente cuando prevalen las especies zwitterionicas y anidnicas de TC y
explican la mayor afinidad de TCHs* respecto de Na* por el mineral. La participacion
del cation calcio como sitio activo en el proceso de adsorcion de TC, tiene lugar a
través de la formacion de complejos superficiales con las especies TCH, *y TCH- que
presentan grupos funcionales —OH deprotonados que actian como dadores de
electrones. La interaccion TC-Ca2+ sobre la superficie del mineral permite retener el
antibiotico en un intervalo de pH mas amplio que para la montmorillonita natural
como se observo al analizar el efecto del pH en la adsorcion de TC.

La montmorillonita estudiada mostro ser un buen adsorbente de antibioticos de
la familia de las tetraciclinas. La optimizacion del material adsorbente y condiciones de
adsorcion permiten proponer la retencion de antibioticos presentes en sistemas
acuosos, utilizando minerales arcillosos de la NorPatagonia Argentina y técnicas
simples y de bajo costo. De esta manera los minerales arcillosos regionales, similares
al utilizado en el presente estudio, pueden ser aplicados en procesos de
decontaminacion de sistemas que presentan residuos de antibioticos.

Ademas, la zona de inhibicion de crecimiento de E. coli observada en los
complejos de adsorcion TC-montmorillonita y MC-montmorillonita demuestran la

actividad antibacteriana de TC y MC no se pierde en presencia del mineral. Los
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resultados de los estudios microbiologicos realizados constituyen un nuevo campo de

aplicacion de las montmorillonitas en la formulacion de productos topicos.
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